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There are many remaining assumptions and simplifications, which are often made
to retain computational feasibility, and in certain cases the methods can be misled
by recombination, small sample size, or biological processes not included in the
model. We take great care to highlight such possible shortcomings, because it is
our firm belief that the knowledge of a methods’ limitations is as important as the

knowledge of their power.

Lemey et al., The Phylogenetic Handbook
p. 423
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RESUMO

Como resultado das novas tecnologias de sequenciamento, um grande numero
de espécies teve seus genomas completamente sequenciados e os dados
gerados foram disponibilizados em bancos de dados publicos. Esses dados
impulsionaram estudos evolutivos baseados em gendmica comparativa usando
ferramentas filogenéticas. Tais estudos computacionais fornecem subsidios para o
entendimento de processos que moldaram os genomas das espécies e ajudam a
inferir suas relagdes evolutivas. Bactérias do género Mycoplasma constituem um
caso interessante para testar um pipeline de analise filogenbmica, uma vez que
possuem alguns dos menores genomas conhecidos dentre organismos capazes
de realizar autorreplicacao e que ha um crescente numero de novas espécies que
estdo sendo identificadas e tendo seus genomas sequenciados. Portanto, com o
objetivo de automatizar o processo de analise filogendmica para a inferéncia e a
reconstrugcdo evolutiva de espécies, foi desenvolvido um pipeline denominado
Pipelution e micoplasmas foram utilizados para uma primeira analise e validagao
da ferramenta. O pipeline foi testado usando genomas de 105 espécies de
micoplasmas, todos recuperados de bancos de dados publicos. Ele foi
implementado em Python 3, fazendo uso de bibliotecas auxiliares. Na primeira
etapa do processamento, os grupos de ortdlogos séo identificados com a
ferramenta OrthoFinder e, em seguida, sao alinhados com os programas PRANK
ou Clustal Omega, podendo ser aparados pela ferramenta trimAl. A ferramenta
ModelTest-NG é usada para calcular o modelo evolutivo mais adequado para a
reconstrugao filogenética, que pode ser realizada com as ferramentas RAxXML,
PhyML, ou com o programa MrBayes. Dezesseis filogenias foram inferidas com a
combinacdo dos métodos implementados no pipeline, cada uma usando
sequéncias de 43 proteinas ortologas identificadas em todas as espécies
analisadas. Destas 16 filogenias, duas tiveram todos os ramos com suporte acima
de 80%, ambas utilizando o alinhador PRANK e reconstrugdo por inferéncia
bayesiana. Nao houve diferenga significativa no suporte ao comparar o resultado
dos alinhadores e o nivel de completude do alinhamento. Os métodos de
inferéncia, entretanto, demonstraram ter impacto no suporte e na topologia, sendo
a reconstrugao por distancia a melhor para solucionar a ordem dos grandes
grupos. Todas as 16 filogenias reproduziram a topologia classica de micoplasmas,

validando a estratégia utilizada no Pipelution.



ABSTRACT

As a result of new sequencing technologies, a large number of whole genome
sequences has become available in public databases. These data boosted
evolutionary studies based on comparative genomics using phylogenetic tools.
Such theoretical and computational studies have provided clues on the processes
that shaped the genomes of current species and have helped inferring their
relationships. Bacteria of the Mycoplasma genus (mycoplasmas) constitute an
interesting test case for a phylogenomic pipeline, as they have some of the
smallest genomes of known self-replicating organisms and new mycoplasma
species have been identified and had their genomes sequenced. Therefore, in
order to automate the process of phylogenomic analysis for phylogenetic
reconstruction and inference of evolutive models, a pipeline called Pipelution was
developed using mycoplasmas for its first analysis and validation. The pipeline
was tested using the genomes of 105 mycoplasma species, all retrieved from
public databases. In the developed pipeline, first, orthogroups are identified by
OrthoFinder. Next, the ortholog groups are aligned by PRANK or Clustal Omega,
with trimming by trimAl. ModelTest-NG is used to infer the best-fit evolutionary
model for phylogenetic reconstruction, which can be performed by distance
method, with RAXML, PhyML or MrBayes tools. Sixteen trees were inferred by the
combination of methods implemented in the pipeline, each one using sequences
of 43 proteins, with orthologs shared by all assessed species. Of these 16
phylogenies, two had all branches with support above 80%, both with alignment by
PRANK and reconstruction with bayesian inference. There was no significant
difference when the alignment algorithm and the level of completeness of
alignment were compared. Inference methods had a major impact in support and
topology and distance reconstruction was the best for solving inner great groups.
All 16 phylogenies reproduced the classical topology of mycoplasmas, validating

the strategy used in the developed pipeline.
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1. INTRODUGAO

1.1 Gendmica, filogendmica e gendmica evolutiva

A partir da publicagdo da primeira versdo da sequéncia completa do
genoma humano, em 2001 (J et al, 2001; LANDER et al.,, 2001), e com a
evolugdo constante das tecnologias de sequenciamento de DNA, houve o
crescimento do numero de organismos com genomas disponiveis completamente
sequenciados. Informacdes biolégicas de diferentes grandezas passam a ser
adquiridas em diversas areas, como a microbiologia, veterinaria e ecologia
(HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017). Esses dados tornam-se importantes por
representarem um avango na intersec¢cao desses dominios e viabilizar o estudo

da biologia dos organismos de modo minucioso.

Na pecuaria, por exemplo, infecgdes bacterianas diversas acometem as
criacbes de bovinos, suinos, ovinos e caprinos (NICHOLAS; AYLING;
MCAULIFFE, 2008), levando a reducdo da produgdo e gerando impacto
econdmico negativo (ABDELHAY KAOUD, 2019). Com o estudo das informagdes
genética dos agente etiologicos é possivel rastrear a origem desses surtos
bacterianos (ABRAHAMIAN et al., 2019; HOLT et al., 2012), o que auxilia no
combate aos focos de infecgdo e na prevencido de novos surtos. Adicionalmente,
por meio da identificacdo de padrdes evolutivos, por exemplo, adquirem-se dados
que auxiliam no desenvolvimento de farmacos e de vacinas (CALCUTT et al.,
2018; DOMMARAJU, 2021), na compreensao de linhagens resistentes e que
acabam por contribuir para o entendimento das for¢as evolutivas operantes em
diferentes condi¢des (TOPRAK et al., 2011; DAVIES et al., 2021; DIDELOT, 2021).

A filogenética, area que estuda a historia evolutiva de segmentos
especificos das sequéncias nucleotidicas, € dependente de algoritmos para a
identificacdo de ortologia, alinhamento multiplo de sequéncias, inferéncia de
modelos evolutivos e reconstrugéo de arvores filogenéticas (CURRAT et al., 2015;
ZHANG; LIN, 2015). Esse tipo de andlise considera diversas caracteristicas,
dentre elas a historia evolutiva do grupo, as taxas de substituicdo de nucleotideos
5


https://paperpile.com/c/LOVeQk/Otzke+Zf2oE
https://paperpile.com/c/LOVeQk/udWDo
https://paperpile.com/c/LOVeQk/1PK0E
https://paperpile.com/c/LOVeQk/1PK0E
https://paperpile.com/c/LOVeQk/HtUrQ
https://paperpile.com/c/LOVeQk/FUtrH+yQ5qv
https://paperpile.com/c/LOVeQk/qX8ry+jpOpl
https://paperpile.com/c/LOVeQk/qX8ry+jpOpl
https://paperpile.com/c/LOVeQk/UViDB+mezb1+yzIvC
https://paperpile.com/c/LOVeQk/VnHX1+Vr4UB
https://paperpile.com/c/LOVeQk/VnHX1+Vr4UB

(BROWN, 2002; LAING; WHITESIDE; GANNON, 2017), identificagdo de regides
repetidas (LORETO; FERREIRA, 2014; LEI et al., 2017) e sintenia (GUIMARAES
et al., 2014). Estao disponiveis na literatura estudos filogenéticos descrevendo
inferéncias das relagdes evolutivas entre genes de diferentes organismos
(HODGE; COPE, 2000), familias génicas e proteinas (GABALDON, 2007),
relatando como suas sequéncias e funcdes sofreram alteragcdes no decorrer do

tempo.

De modo complementar, a filogenbmica estuda genomas, considerando,
assim, um numero bem maior de sequéncias ortdlogas a serem comparadas entre
os diferentes organismos. A filogenémica possui, portanto, o potencial de inferir
com maior confiabilidade a historia evolutiva de organismos pertencentes a
diferentes grupos taxonémicos (EISEN; FRASER, 2003; DELSUC; BRINKMANN;
PHILIPPE, 2005; KLENK; GOKER, 2010). Marcadores bioldgicos (LEMEY;
SALEMI; VANDAMME, 2009), presengca de SNPs (LAING; WHITESIDE;
GANNON, 2017) e o numero de genes resultante da identificagdo de genes

ortélogos s&o variaveis importantes utilizadas para tal (THOMPSON et al., 2015).

A evolucido do Candidatus Hepatoplasma crinochetorum, por exemplo, foi
inferida a partir de 127 genes da classe Mollicutes, identificando H. chinochetorun
como um ramo-irmao do clado Hominis de Mycoplasma (LECLERCQ et al., 2014).
Evidéncias como essa sao proveitosas para o diagnéstico de agentes
patogénicos, classificacdo dos organismos (MAKIMURA et al, 1999),
conhecimento dos componentes minimos necessarios a sobrevivéncia sob longos
periodos de selegcao natural e no rastreamento de eventos de TGH (LIU et al.,
2012), todos eventos que exercem grande influéncia na evolugdo de organismos

procarioticos.

A genbmica evolutiva, contudo, se apresenta como um desafio
tedrico-computacional para a comunidade cientifica, devido a sua abordagem
multivariada (ITAN; GERBAULT; PINES, 2015) e a magnitude do processamento
de dados envolvido (BAICHOO; OUZOUNIS, 2017). A inevitavel interagdo com
diversos dominios cientificos aumenta o grau de complexidade das analises de
gendmica evolutiva e exige um nivel de automacdo cada vez maior, atentando
para fatores como o desempenho e a acuracia.
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https://paperpile.com/c/LOVeQk/RY5wl+pFWPD
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https://paperpile.com/c/LOVeQk/X3f79
https://paperpile.com/c/LOVeQk/uO4mE
https://paperpile.com/c/LOVeQk/uO4mE
https://paperpile.com/c/LOVeQk/LwIUk
https://paperpile.com/c/LOVeQk/rBRCx

Por essa razao, € crescente o desenvolvimento de pipelines, ou seja, a
construcdo de um fluxo de trabalho computadorizado, em bioinformatica
(LEIPZIG, 2017). O proposito principal € o de estabelecer parametros no
desenvolvimento que propiciem o crescimento da area e a consequente
disseminagao do conhecimento a ela relacionado. Isso implica na necessidade de
algoritmos robustos que compreendam as técnicas de manipulagdo de dados e

possibilitem controle maximizado da analise.

1.2 Classe Mollicutes

1.2.1 Taxonomia e caracteristicas gerais

A classe Mollicutes, composta por 6 familias e mais de 10 géneros
(FEDERHEN, 2012), demonstra estar em expansao devido a recente identificagao
de organismos que posicionam-se em seu clado (DESIRO et al., 2018;
SPERGSER et al., 2022) e esta passando por uma reorganizagdo taxonoémica ja
aceita por parte da comunidade cientifica (GUPTA; SON; OREN, 2018; BALISH et
al., 2019). Uma das premissas para a reorganizagao taxonémica é a presencga de
polifilia na classe, visto que espécies do género Mycoplasma, por exemplo, estdo

presentes em 3 dos 4 clados principais do grupo.

A presengca de poliflia na classe se da devido a uma classificagcado
taxondmica baseada em marcador filogenético unico e propriedades fenotipicas,
como morfologia celular, precisar ou nado de esterol para o crescimento e ser
cultivavel. Em busca de marcadores que sejam capazes de distinguir tanto de
modo molecular como filogenético, foi identificado e proposta a utilizagao de
sinapomorfias, como dele¢des, insercoes e assinaturas unicas entre as espécies
para a reorganizagdo taxondbmica (GUPTA et al., 2018). A partir disso, a
nomenclatura passou a ser coerente com o conceito de que os clados da classe

sdao monofiléticos.

A alteracao sugerida é de que a ordem Mycoplasmatales deve ser alterada

para abranger apenas as espécies de Mycoplasma dentro do cluster


https://paperpile.com/c/LOVeQk/zNpQT
https://paperpile.com/c/LOVeQk/AjaUk
https://paperpile.com/c/LOVeQk/5qdN9+Xwwa4
https://paperpile.com/c/LOVeQk/5qdN9+Xwwa4
https://paperpile.com/c/LOVeQk/osuMm+QMDtm
https://paperpile.com/c/LOVeQk/osuMm+QMDtm
https://paperpile.com/c/LOVeQk/00qyJ

“Spiroplasma” e que uma nova ordem, Mycoplasmoidales ord. nov., deve ser
criada para abranger as demais espécies de Mycoplasma. Os agrupamentos
"Pneumoniae" e "Hominis" s&o propostos como duas novas familias,
Mycoplasmoidaceae fam. nov., que inclui os géneros Eperythrozoon, Ureaplasma
e 0s géneros propostos Malacoplasma e  Mycoplasmoides, e
Metamycoplasmataceae fam. nov. para conter os géneros também propostos
Metamycoplasma, Mycoplasmopsis e Mesomycoplasma. Entretanto, ainda ndo ha

consenso sobre qual nomenclatura utilizar.

A variedade de hospedeiros atualmente conhecidos abrange plantas,
insetos e outros animais (RAZIN, 2006; CITTI et al., 2018). Dentre os géneros,
com excegao de Mycoplasma e Ureaplasma, sao todos compostos por espécies
incapazes de colonizar seres humanos. Os organismos da classe Mollicutes sao
caracterizados pela auséncia de parede celular e genomas de tamanhos
relativamente pequenos, entre 0,58 Mb e 2 Mb. Isso resulta em uma grande
dependéncia do hospedeiro para o suprimento de nutrientes devido a
incapacidade de sintetizar componentes da parede celular, acidos nucleicos e
precursores de algumas proteinas (IPOUTCHA et al., 2019). A organizagao
taxondmica da classe esta esquematizada na Figura 1, considerando a taxonomia

classica.

Os géneros polifiléticos Spiroplasma, Mycoplasma, Ureaplasma e
Mesoplasma usam o codon UGA para codificar triptofano (INAMINE et al., 1990),
nao o utilizando de cédon de terminagdo, como ocorre no codigo genético
universal. Esses organismos utilizam, portanto, UAA e UAG para terminagao
(RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Estima-se que essa mudanga se deu pela
pressdo sobre o processo de tradugdo com uso preferencial de codons (MUTO;
OSAWA, 1987), onde o codon UAA tem uso preferencial em micoplasmas com
genoma de conteudo GC reduzido. A abundancia de conteudo AT pode chegar a
90% (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998), principalmente porque a composigdo das
trincas pode exibir até 93% de AT na terceira posi¢do, como em Mycoplasma

capricolum, por exemplo (SHARP et al., 1993).


https://paperpile.com/c/LOVeQk/cqr8Y+jYn9M
https://paperpile.com/c/LOVeQk/nq07x
https://paperpile.com/c/LOVeQk/FwGFj
https://paperpile.com/c/LOVeQk/yKYHb
https://paperpile.com/c/LOVeQk/p2Zpa
https://paperpile.com/c/LOVeQk/p2Zpa
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https://paperpile.com/c/LOVeQk/t0wFc
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Figura 1. Organizagao da classe Mollicutes e diferentes caracteristicas fenotipicas. As cores
separam as ordens, familias e géneros em gradientes, estes ultimos representados pelos circulos
inferiores. Modificado de MAY et al. (2014). As ordens indicadas sdo aquelas definidas pela
taxonomia classica (WEISBURG et al., 1989).

1.2.2 Micoplasmas

O primeiro estudo com micoplasmas, termo doravante utilizado para
referenciar bactérias pertencentes ao género Mycoplasma, foi feito em 1898 com
0 agente etioldgico da pleuropneumonia bovina, Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides (RAZIN; HAYFLICK, 2010). Na época, esses organismos foram
classificados como particulas virais e somente em 1960, a partir do método de

hibridizagao de DNA, foi possivel identifica-los como bactérias.

Ja foram descritas mais de 200 espécies diferentes de micoplasmas
(PARTE, 2018), as quais sado capazes de causar doengas em seres humanos e
animais (GUPTA; SON; OREN, 2018). Recentemente, micoplasmas foram
isolados de animais até entdo ndo identificados como hospedeiros destas

bactérias, como peixes da familia Salmonidae e invertebrados (RAMIREZ et al.,
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2019; MORA-SANCHEZ; PEREZ-SANCHEZ; BALCAZAR, 2020), demonstrando

a vasta gama taxonémica que micoplasmas sao capazes de colonizar.

A primeira espécie de micoplasma identificada como agente patogénico de
seres humanos foi Mycoplasma pneumoniae, causadora de doengas no trato
respiratério inferior e superior. Alguns micoplasmas também sao agentes
etiologicos de doengas urogenitais em humanos, como € o caso de Mycoplasma
genitalium (LJUBIN-STERNAK; MESTROVIC, 2014) e Mycoplasma penetrans
(SASAKI et al., 2002). O género também possui espécies de estilo de vida
parasito oportunista, como Mycoplasma fermentans, Mycoplasma hominis
(MARGARITA; FIORI; RAPPELLI, 2020) e outras, as quais foram encontradas
associadas a infecgdes em quadros clinicos ja estabelecidos (PITCHER;
NICHOLAS, 2005; SCHREIBER; MULLER, 2020).

Apesar dessa associagao ainda nao ser clara, é possivel afirmar que ha
uma correlagado entre infecgdes por Mycoplasma salivarum (BORTOLOTTI et al.,
2020) e Mycoplasma orale (LIU et al., 2021) e a imunossupressdo de seus
respectivos hospedeiros. O perfil oportunista do género € corroborado também
devido a presenca de espécies em pacientes acometidos por tumores ou em
pessoas acometidas pelo virus da imunodeficiéncia humana (WANG et al., 1992;
HANNAN, 1998; NAPIERALA MAVEDZENGE; WEISS, 2009; BARYKOVA et al.,
2011; XIE et al., 2017).

Em relacdo aos nichos preferenciais para colonizacdo por parte de
micoplasmas, os tratos respiratorio e urogenital, glandulas mamarias, mucosas e
olhos estdo entre os principais em seres humanos. Entretanto, ja foram
encontradas micoplasmas no sistema nervoso central de seres humanos
(CHRISTO et al., 2010), de focas e bovinos vinculadas a quadros de encefalites,
meningite asséptica e coinfecgbes (TSIODRAS et al., 2005; ROSALES et al.,
2017).

Micoplasmas também sao patégenos de uma vasta gama de animais
domésticos de uso na agropecuaria. Bovinos, suinos, caprinos e aves sao 0s
grupos mais afetados, impactando negativamente a produgcdo e a economia da
industria pecuaria (HOLST; YESKE; PIETERS, 2015; MAES et al., 2018; DUDEK
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et al., 2020; BERGERON et al., 2021). Adicionalmente, existem agravantes no
que tange infecgbes causadas por espécies potencialmente resistentes a
multiplos farmacos (BEYLEFELD et al., 2018; PEREYRE; TARDY, 2021).

Outra particularidade de espécies do género Mycoplasma é um aparente
tropismo por determinados nichos dos hospedeiros (DAWOOD et al.,, 2022).
Micoplasmas funcionalmente semelhantes e que aderem ao mesmo tipo de nicho,
mas que tém hospedeiros diferentes, ndo s&o distinguiveis entre si, de acordo
com Kamminga. Isso demonstra um repertério de genes similar, mas uma
capacidade de resposta variada. Presume-se, portanto, que ha o uso 6timo dos
mecanismos de infeccdo e de manipulagdo do microambiente nos hospedeiros e
seus respectivos nichos (sangue e demais tecidos), o que é coerente com o
tamanho reduzido do genoma desses organismos (KAMMINGA et al., 2017). Esse
uso otimizado vai ao encontro de evidéncias de diferentes expressbes entre

espécies de conteudo génico muito similar (MACHADO et al., 2020).

1.2.3 Evolugado de micoplasmas

A primeira hipotese evolutiva para micoplasmas, proposta por Morowitz e
Wallace (MOROWITZ; WALLACE, 1973), € de que elas seriam os seres mais
primitivos existentes, tendo se perpetuado antes do desenvolvimento da parede
celular de peptidoglicano. Entretanto, desde 1960, Neimark defendeu a ideia de
que, na verdade, o grupo passou por um processo de evolugdo degenerativa
(NEIMARK, 1986), confirmado por filogenia de RNA ribossémico (WOESE;
MANILOFF; ZABLEN, 1980).

A hipdtese evolutiva melhor estabelecida, portanto, € a de que essas
bactérias teriam passado por uma série de ciclos que resultaram na diminui¢cdo de
seu genoma e perda de parede celular. Atualmente, micoplasmas sao
considerados um dos menores e mais simples organismos capazes de
autorreplicacdo (RAZIN; HAYFLICK, 2010). Micoplasmas compartiiham um
ancestral comum com bactérias gram-positivas do subgrupo
Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus (WOESE; MANILOFF; ZABLEN, 1980), do
qual estima-se que eles divergiram ha 600 milhées de anos (RAZIN; YOGEYV;
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NAOT, 1998). Essa divergéncia resultou em dois ramos principais, 0os quais se
diferenciaram ha 400 milhées de anos (MANILOFF, 1996). Micoplasmas estdo no
ramo constituido também por Spiroplasma spp. e Entomoplasma spp. Na Figura
1, € possivel observar suas caracteristicas gerais: sdo organismos aerdbicos,
requerem esterol, estdo presentes em animais e nao realizam hidrélise de ureia.
O género Mycoplasma é dividido em trés grupos internos: Hominis, Pneumoniae e
Mycoides (BROWN, 2010), sendo o ultimo mais proximamente relacionado a

especies dos géneros Mesoplasma e Entemoplasma.

Micoplasmas do grupo Mycoides, por sua vez, possuem uma historia
evolutiva diferente dos outros dois clados, pois seriam originarios de um ancestral
associado a insetos. Tornaram-se fenotipicamente semelhantes a outras
linhagens de micoplasmas por meio de eventos independentes de evolugao
convergente, provavelmente envolvendo TGH (LO; GASPARICH; KUO, 2018).
Supde-se que cenario semelhante tenha ocorrido com Mycoplasma agalactiae e
aproximadamente 18% de seu genoma tenha como origem TGH com espécies do
grupo Mycoides (SIRAND-PUGNET et al., 2007).

Micoplasmas  apresentam um  mecanismo distinto de TGH
(DORDET-FRISONI et al., 2014). A troca de material genético entre as células
bacterianas do grupo pode ser tdo grande e ampla que recebe o nome de
transferéncia cromossémica, contribuindo fortemente para a constituicdo de um
genoma-mosaico (DORDET-FRISONI et al., 2019). Esse tipo de dinamica
evolutiva se apresenta como central na diversificacao e adaptacdo a ambientes
em mudanga, oferecendo vantagem significativa para micoplasmas (FAUCHER et
al., 2019).

Elementos genéticos moveis podem também ter parte na plasticidade
fenotipica de micoplasmas. Estudos de gendmica comparativa mostraram a
presenca de regides repetidas em diversas espécies. Em M. pneumoniae, por
exemplo, elas ja foram identificadas cobrindo uma porgcdo de até até 2,2 kb
(MUSATOVOVA; KANNAN; BASEMAN, 2012). Tais repeticbes se mostram
responsaveis por conferir variagdo antigénica as espécies. Isso foi observado
também em Mycoplasma hyopneumoniae (BARATE et al., 2014; MACHADO et

al., 2020), M. genitalium (MA et al., 2010), Mycoplasma hyorhinis (YOGEV et al.,
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1991) e em outras espécies (ZHANG; WISE, 1996; LIU et al, 2000;
LYSNYANSKY |; ROSENGARTEN R; YOGEV D, 1996; SIMMONS WARREN L.;
DENISON AMY M.; DYBVIG KEVIN, 2004). A evidéncia dessas repeticoes é
importante considerando o processo evolutivo do género que, mesmo sob
pressdo para reducdo do genoma, conservou esses "reservatorios evolutivos"
(CATTANI, 2016), os quais provavelmente estariam sob pressdo seletiva mais
intensa (ROCHA; BLANCHARD, 2002).

Em 2012 foi identificada até entdo mais recente adaptagdo no género: a
transicdo de hospedeiro de Mycoplasma gallisepticum, o qual antes era
patogénico em aves domesticadas e passou a ser efetivo em colonizar o
passarinho silvestre Carpodacus mexicanus (DELANEY et al., 2012). Ha
evidéncias de concomitantes mutagcdes em M. gallisepticum e em seu hospedeiro
anterior, ou seja, um processo de coevolugdo com aves domesticadas
(BONNEAUD et al., 2018; STALEY et al., 2018). Esse evento tem como uma das
explicagbes a presenca de plasmideos, também encontrados em espécies do
grupo Mycoides (BRETON et al., 2012).

Todos esses elementos de alteragdo e comutacdo entre espécies de
micoplasmas configura um novo horizonte sobre a forma como esses organismos
evoluem. Delinea-se que eles sdao competentes em adquirir e ceder material
genético, ndo tendo como forga evolutiva principal a redugdo de seus genomas
enquanto bactérias endossimbiontes  dependentes  do hospedeiro
(SIRAND-PUGNET et al., 2007; CITTI et al., 2018).

2. JUSTIFICATIVAS

O crescimento constante das bases de dados de sequéncias genémicas
completas impde um desafio para a analise dessas informacgdes, pois, além do
volume crescente de dados, demanda a utilizagdo de técnicas computacionais
que considerem o significado biolégico dos fragmentos. Para tanto, € necessario o
desenvolvimento de ferramentas de montagem de genomas, de anotagéo
funcional de genes, de similaridades e de analises comparativas e evolutivas. A

analise evolutiva, por sua vez, € de grande relevancia para o entendimento da
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evolugdo no contexto gendémico, permitindo identificar e descrever processos
como os de TGH, de duplicacdo e de geracdo de elementos moveis (BROWN,
2002) que moldam a evolugao dos organismos (MARTINEZ-URTAZA et al., 2017).

Como mencionado anteriormente, uma das formas de realizar a analise
evolutiva é a partir de estudos de filogenémica, os quais normalmente conseguem
reproduzir com maior suporte estatistico as filogenias (KLENK; GOKER, 2010;
ROKAS et al., 2003). Para tanto, existem diversas metodologias e abordagens
que partem de centenas de sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos. O intuito
principal é encontrar a arvore filogenética que melhor explique os padrdes
observados nos dados, levando em consideracdo que a atribuicdo de significado
biolégico e, principalmente, a escolha do paradigma metodoldgico devem ser

guiados pela pergunta biolégica norteadora.

Estes fatores configuram um cenario de desenvolvimento tecnoldgico
complexo, onde o rastreamento e a manutencao da integridade dos dados entre
as diversas metodologias sao importantes para nao ocorrer a insergao de ruido na
analise. O desenvolvimento € complexo também considerando o contexto de
dados bioldgicos, que sdo gerados em grande quantidade e faz-se necessario
construir ferramentas que fagam uso de todos os recursos computacionais
disponiveis com a implementacdo de processos paralelizaveis (LEIPZIG, 2017;
WRATTEN; WILM; GOKE, 2021).

Considerando esses fatores sobre o volume de dados e propondo o
desenvolvimento de uma ferramenta que exige validagdo e testes constantes,
faz-se necessario o uso de um dataset com caracteristicas conhecidas e de
tamanho otimizado para o processamento. Genomas de bactérias do género
Mycoplasma se enquadram nestes critérios devido a serem organismos de
genoma reduzido em comparagdo com bactérias de outros géneros, o que
permite a inclusdo de uma grande quantidade de taxons sem um maior aumento
no tempo de processamento. Taxonomicamente também s&o interessantes, pois
apesar de novas espécies estarem sendo identificadas, ha extenso material sobre
a evolucdo do género. Por fim, questionamentos sobre a evolugdo, em especial

sobre espécies patogénicas, tém surgido (CITTI et al., 2020; CRUZ et al., 2020;
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TARDY et al., 2020; HSIEH et al., 2022) e, por consequéncia, aumentado a
relevancia de estudos filogenéticos do grupo.
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de um pipeline para estudos filogenémicos de procariotos
utilizando métodos tedrico-computacionais, com a realizacdo de analise de

aspectos evolutivos de genomas de micoplasmas como prova de conceito.

2.2 Objetivos especificos

i. Desenvolvimento de um pipeline para analise evolutiva de

genomas bacterianos.

ii. Automatizacdo do processo de remog¢ao de ruido filogenético

com a aplicacao de cut-offs descritos na literatura.

iii. Aplicagdo do pipeline desenvolvido na analise filogenbémica

de bactérias do género Mycoplasma.

iv.  Validacdo da ferramenta tendo como hipétese a monofilia do

género Mycoplasma.

v. Posicionamento filogenético de espécies recentemente

identificadas ainda n&o incluidas em analises filogendmicas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Configuragoées do computador utilizado

O computador utilizado na analise possui o processador Intel Core™
i7-3770 CPU @ 3.40GHz x 4 e 32 GB de memodria RAM. Sistema operacional
Linux Mint 19.3 64 bit. O tempo total para alinhamento e calculo de cada arvore

variou de acordo com a complexidade dos testes filogenéticos realizados.

4.2 Sequéncias e bancos de dados

As sequéncias de proteinas deduzidas dos genomas de micoplasmas

foram obtidas através do banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A selegdo dos genomas representativos das espécies incluidas nas analises
seguiu os seguintes critérios, por ordem de prioridade: (i) linhagem-modelo
indicada como genoma referéncia para a espécie; (ii) genoma com indicagao de
referéncia; e (i) maior nivel de montagem do genoma (completo, em
cromossomo, em scaffold ou em contig). Para espécies sem montagens

disponiveis no RefSeq (https://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/), foram selecionadas

as montagens do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

A partir dos critérios estabelecidos, foram selecionados manualmente 105
genomas de micoplasmas, sendo que 54,7% desses genomas estdo completos,
22,6% estdao em scaffolds, 21,7% estao em contigs e 0,9% estdo em nivel de
cromossomo. A esse conjunto, foi acrescido o genoma da unidade taxonémica
externa escolhida, que foi Bacillus subtilis subsp. subtilis 168, totalizando 106

genomas selecionados. A relagdo dos genomas utilizados esta no Apéndice 1.
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4.3 Sistema operacional, linguagem de programacao e ferramentas

utilizadas nas analises filogenémicas

O pipeline foi construido para ambientes Linux 64-86 bit e a linguagem de
programacao utilizada foi o Python 3.8 (VAN ROSSUM, 2007). As ferramentas

para analise filogenética utilizadas estao listadas na Tabela 1.

Tabela 1: Ferramentas externas incorporadas no pipeline desenvolvido e seus usos,

parametros e critérios de utilizagao.

Ferramenta Uso Parametros e critérios
OrthoFinder 2.2.7 (EMMS; Identificagéo de Utilizado com parametros-padrao
KELLY, 2015) ortélogos
PRANK (LOYTYNOJA;
GOLDMAN, 2008) Alinhamento Utilizados com parametros-padrao
Clustal Omega (SIEVERS et al.,
2011)
trimAl (CAPELLA-GUTIERREZ; . Remocéo de no maximo 20% do
SILLA-MARTINEZ; GABALDON,  Aparar alinhamento alinhamento
2009)
Célculo dos modelos
ModelTest-NG (DARRIBA et al., evolutivos e As opcdes de teste para modelos
2020) identificacdo do melhor que n&o sejam de procariotos foram
modelo para cada removidas
grupo de ortélogo
. Procedimento realizado
SeqKit (SHEN et al., 2016) Remogéo de somente em arquivos de CDS
pseudogenes
Bio.Phylo (Talevich et al. 2012) Suporte estatistico de 1000
replicatas ou equivalentes, quando
RAXML 8.2.12 (STAMATAKIS, aplicavel. A analise Bayesiana foi
2014) feita com 1 milhdo de geragdes,
Inferéncia filogenética amostradas a cada 100 passos.

MrBayes (HUELSENBECK;

Foram utilizadas quatro correntes e
RONQUIST, 2001)

valores padrao para os priors. 25%
das arvores filogenéticas foram

PhyML 3.3 (GUINDON; descartadas como burn-in.

GASCUEL, 2003)
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5. RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento do pipeline para inferéncia filogenética

Inicialmente, foi desenvolvido o pipeline denominado Pipelution, como
ferramenta para a analise evolutiva de genomas de organismos procarioticos. A
seguir, serdao apresentados os resultados de automacdo de cada etapa do
processo, que se da pela integracdo, com programagao em Python, das
ferramentas apresentadas na Tabela 1. O Pipelution utiliza as bibliotecas da
linguagem Python para a manipulacdo dos dados e, com ele, € possivel realizar
toda a cadeia de processos que vao desde a insercao de dados inicial até a saida

de arquivos como arvores filogenéticas.

O Pipelution foi arquitetado com paradigma multi-thread e, devido a
abordagem metodoldgica implementada, pode gerar até 16 arvores filogenéticas a
partir do mesmo conjunto de dados. Todas as combinagdes metodoldgicas sao
executadas para os genomas selecionados, gerando 16 arvores filogenéticas para
validacédo e exploragdo do paradigma experimental. O fluxo de trabalho geral do

Pipelution esta ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Arquitetura geral do Pipelution. Representagdo esquematica da integracdo das
metodologias empregadas para construgdo do pipeline e do fluxo de dados. Trapézios
representam entrada de dados manual; retangulos representam etapas de processamento;
losangos representam pontos de decisao.
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Os dados de entrada no Pipelution sdo os conjuntos completos de
proteinas de cada organismo que se pretende estudar em formato fasta, daqui em
diante referenciado como proteoma. Esses arquivos podem ser sequéncias de
aminoacidos deduzidas das CDS ou proteinas em formato fasta; ambos os tipos
de arquivos estdo disponiveis no NCBI. Um arquivo contendo informacdes
adicionais sobre as montagens dos genomas, o qual contém identificadores das
montagens dos genomas e a quais espécies e linhagens elas pertencem também

€ necessario para o pré-processamento.

Com o objetivo de diminuir o tamanho do banco de dados e considerando
que sequéncias marcadas como pseudogenes nao sao aceitas pelas ferramentas
de analise evolutiva utilizadas, tais sequéncias foram removidas dos arquivos
fastas. Caso essa informacgao esteja presente no arquivo de entrada do usuario, o
Pipelution a remove automaticamente antes de iniciar a analise com a ferramenta
SeqgKit. Também foram automatizadas, com scripts, as alteracbes de nome de

arquivo e de cabecalhos.

A identificagdo dos ortdlogos, primeiro passo para inferéncia filogenética,
foi implementada no Pipelution através da inclusédo do algoritmo OrthoFinder. Para
as proteinas que nao foram encontradas em cépia unica nos GOs definidos pelo
OrthoFinder, foi desenvolvido um moédulo para identificacdo de ortdlogos
verdadeiros. Utilizando o programa Clustal Omega, o moddulo desenvolvido
constréi uma matriz de identidade do GO que contém cdépias identificadas como
potenciais ortélogos. Essas identidades foram comparadas com a identidade
média das proteinas em cépia Unica do GO e a sequéncia de maior valor foi
selecionada como a representativa do genoma. Todo esse processo de calculo e

selecéo é feito automaticamente pelo pipeline.

Para o alinhamento dos GOs foram utilizados no Pipelution os programas
PRANK e Clustal Omega, em suas configuragdes-padrédo. Em seguida, os
alinhamentos foram aparados pela ferramenta trimAl com remocgao de até 20% da
sequéncia para reducgao do ruido filogenético. Essas etapas de alinhamento por
mais de um algoritmo e diminui¢gdo do ruido, entretanto, sdo opcionais para o
usuario, podendo ser selecionado somente um alinhador dentre as opcodes e

utilizar o alinhamento completo.
20



Para os métodos de inferéncia por distancia e MV, as sequéncias alinhadas
de todos os GOs sdo unidas em um unico arquivo, denominado supermatriz. O
melhor modelo evolutivo pode ser entao calculado para todos os GOs através da
ferramenta ModelTest-NG e selecionado de acordo com o AICc. Para o método
de IB, o calculo do modelo evolutivo € feito individualmente para cada GO, visto
que essa ferramenta permite o particionamento dos dados de acordo com cada
GO. Para entrada e saida dos dados entre essas ferramentas sdo necessarias
varias adaptagcbdes nos arquivos e transformacao dos dados, bem como selegao
de informagdes. Através do Pipelution, por meio de scripts, todo esse processo foi

automatizado, tornando-se imperceptivel para o usuario.

Os grupos ortélogos processados na etapa anterior seguem para a etapa
de inferéncia filogenética, que tem também como parédmetro de entrada os
modelos evolutivos anteriormente calculados. Para a inferéncia filogenética, as
ferramentas incluidas no pipeline e utilizadas foram a biblioteca Bio.Phylo, a
ferramenta RAXML e o programa MrBayes, que aplicam os métodos de distancia,
MV e IB, respectivamente. Além disso, a inferéncia também é implementada com
PhyML e suporte estatistico SH-like, por MV. A saida final do Pipelution, séo as
arvores filogenéticas geradas nos respectivos formatos por cada ferramenta de

inferéncia.

5.2 Aplicagao do Pipelution para o estudo filogenémico de micoplasmas

Para os 106 genomas, 105 de micoplasmas e 1 do grupo externo, foram
realizadas todas as combinagdes metodoldgicas possiveis no Pipelution. O
resultado foram 16 arvores filogenéticas construidas a partir de 43 GOs de
proteinas de cdpia unica. Informagdes sobre o tamanho de cada grupo ortélogo
estdo no Apéndice 2. Todas as arvores filogenéticas geradas pelos diferentes
meétodos foram comparadas entre si, levando em consideragao o posicionamento
das espécies em estudo (GUPTA et al., 2018) e o suporte estatistico dos nés,
visto que 80% foi considerado o minimo para definicdo de um né suportado.

Todos os dados apresentados daqui em diante estdo detalhados na Tabela 2.
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Tabela 2: Relagdo de nés com suporte inferior a 80% em todas as 16 arvores filogenéticas
geradas no Pipelution para genomas de micoplasmas, considerando todas as combinagdes
metodolégicas. Os resultados com o programa MEGA estdo presentes somente para fins
comparativos entre o método de distancia e os demais métodos.

Suporte Suporte

Método' Alinhador  Alinhamento? Modeltest-NG® °_ 80%° < 90%5 Arvore®
Clustal Q Completo oG 3 3 1
Clustal Q Aparado oG 4 4 2
IB (Mr. Bayes)
PRANK Completo oG 0 2 3*
PRANK Aparado oG 0 2 4
Clustal Q Completo Supermatriz 7 13 5
MV (PhyML - Clustal Q Aparado Supermatriz 7 10 6
SH-like) PRANK Completo Supermatriz 3 6 7
PRANK Aparado Supermatriz 3 6 8
Clustal Q Completo Supermatriz 12 17 9
Clustal Q Aparado Supermatriz 11 18 10
MV (RAXML) )
PRANK Completo Supermatriz 12 16 1"
PRANK Aparado Supermatriz 10 16 12
Clustal Q Completo Supermatriz 10 11 13
Distancia Clustal Q Aparado Supermatriz 9 12 14
(MEGA) PRANK Completo Supermatriz 12 13 15
PRANK Aparado Supermatriz 10 13 16
Clustal Q Completo Supermatriz 106 106 17
Distancia Clustal Q Aparado Supermatriz 106 106 18
(Bio.Phylo) PRANK Completo Supermatriz 106 106 19
PRANK Aparado Supermatriz 106 106 20
*Arvore com melhor resultado em relacdo ao suporte e escolhida para as conseguintes
comparagoes.

" A Reconstrugao filogenética pelo método de distancia com a ferramenta MEGA foi realizada por
NJ, distancia p com 1000 replicatas considerando a Arvore Original.

2 Alinhamento utilizado completo ou processado pelo algoritmo da ferramenta trimAl. O nimero de
aminoacidos resultantes para o alinhamento com a ferramenta Clustal Omega é de 15.808 e
13.049 aa completo e aparado, respectivamente. O niumero de aminoacidos resultantes para o
alinhamento com a ferramenta PRANK é de 23.042 e 18.616 aa completo e aparado,
respectivamente

3 Modelo evolutivo calculado para supermatriz ou para cada grupo de ortdlogos.

4Numero de nos com suporte inferior a 80% para cada combinagao metodoldgica.

5Numero de nés com suporte inferior a 90% para cada combinag&o metodoldgica.

®ldentificagdo de cada arvore gerada.

As arvores filogenéticas construidas com o programa Mr. Bayes e de
alinhamento com a ferramenta PRANK obtiveram suporte para todos os ramos,
com o alinhamento completo e aparado (arvores 3 e 4). As arvores filogenéticas
construidas com o programa Mr. Bayes e alinhamento realizado com a ferramenta
Clustal Omega apresentaram 3 e 4 bifurcagdes com suporte inferior a 80% para
alinhamento completo e aparado, respectivamente (arvores 1 e 2). As arvores
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filogenéticas de inferéncia bayesiana obtiveram um total de 7 ramos sem suporte.

Ao considerar 90% como suporte minimo, 11 bifurcagdes nao foram suportadas.

A inferéncia por MV com a ferramenta PhyML apresentou um total de 20
ramos sem suporte. Com o alinhador PRANK, cada arvore filogenética teve 3
ramos sem suporte com o alinhamento aparado e completo (arvores 7 e 8). Com
o alinhador Clustal Omega, as arvores filogenéticas inferidas com a ferramenta
PhyML tiveram 7 ramos sem suporte cada, considerando alinhamento completo e
aparado (arvores 5 e 6). Ao considerar 90% como suporte minimo, 35 bifurcagdes

nao foram suportadas.

Outra forma de inferéncia por MV, com a ferramenta RAXML, obteve um
total de 45 ramos sem suporte. Destes ramos, 23 sdo de arvores inferidas
utilizando o alinhador Clustal Omega (arvores 9 e 10) e 22 utilizando o alinhador
PRANK (arvores 11 e 12). Nao houve diferenga maior que 2 ramos sem suporte
quando comparadas as arvores que utilizam alinhamento completo e aparado. Os

ramos com suporte inferior a 90% com a ferramenta RAxML totalizam 67.

O método de distancia, com inferéncia pelo programa MEGA (TAMURA et
al., 2013), apresentou um total de 41 clados com suporte inferior a 80%. Quando
foi utilizado o pacote Clustal Omega para realizar o alinhamento, as arvores
tiveram 10 e 9 ramos sem suporte (arvores 13 e 14) com alinhamento completo e
aparado, respectivamente. As arvores filogenéticas inferidas com a ferramenta
MEGA e utilizando o alinhador PRANK obtiveram 12 e 10 ramos sem suporte
para alinhamento completo e aparado, respectivamente (arvores 15 e 16).
Considerando 90% como suporte minimo, o método de distancia apresentou 50

ramos sem suporte.

O método de distancia, implementado no pipeline com a biblioteca
Bio.Phylo obteve suporte inferior a 80% para todos os clados de todas as arvores
com ele inferidas (arvores 17, 18, 19 e 20). As arvores 17, 18, 19 e 20 foram,
portanto, desconsideradas. Nenhuma arvore filogenética inferida pelo pipeline
obteve 0 mesmo resultado de suporte e topologia. O suporte dos ramos das
arvores filogenéticas inferidas a partir do alinhamento com a ferramenta PRANK e

com o pacote Clustal Omega tiveram uma diferenca de 13 ramos sem suporte (50
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para PRANK e 63 para Clustal Omega). Quando 90% foi considerado como
suporte minimo, a diferenca foi de 15 (74 para PRANK e 89 para Clustal Omega).

De todas as 16 arvores filogenéticas consideradas (arvores filogenéticas de
numero 1 a 16), as inferidas a partir dos alinhamentos completos, com ambos os
alinhadores, apresentaram 59 ramos sem suporte. As arvores filogenéticas
inferidas a partir do alinhamento aparado com a ferramenta trimAl apresentaram
54 ramos sem suporte. O numero total de ramos identificados sem suporte nas 16
arvores filogenéticas geradas é de 113. Todas as 20 arvores geradas, 16 através

do pipeline e 4 com o programa MEGA, estdo no Apéndice 3.

Os 113 ramos sem suporte identificados nas 16 arvores filogenéticas estao
distribuidos conforme indicado na Figura 3. Destes 113 ramos, 63 podem estar
associados a diferencgas topologicas entre as arvores, tépico doravante explorado.
Em relagdo aos clados que apresentaram suporte em todas as arvores estdo os
agrupamentos formados por Candidatus Mycoplasma haemohominis,
Mycoplasma amphoriforme, Mycoplasma marinum e Mycoplasma todarodis,
Mycoplasma neurolyticum, Mycoplasma subdolum, Mycoplasma phocidea e
Mycoplasma  equirhinis, Mycoplasma  struthionis, =~ Mycoplasma falconis,
Mycoplasma neophronis, Mycoplasma testudineum, Mycoplasma caviae,
Mycoplasma maculosum, Mycoplasma columbinasale, Mycoplasma pullorum,
Mycoplasma anserisalpingitis, Mycoplasma citelli, Mycoplasma gallopavonis,
Mycoplasma nasistruthionis, Mycoplasma mustelae, Mycoplasma bovirhinis e
Mycoplasma edwardii. As espécies supracitadas agruparam com suporte com as

mesmas OTUS em todas as 16 arvores.

O clado Il do grupo Hominis também foi representado com suporte em
todas as arvores, com a mesma topologia em seus nds mais terminais.
Mycoplasma mobile foi encontrado tanto mais basal em relagdo aos clados | e Il
como mais basal dentro do clado Il. Entretanto, seu posicionamento dentro do
clado Il foi encontrado sem suporte em 3 arvores filogenéticas (arvores 13, 14 e
16). Informacgdes adicionais sobre os resultados de topologia e suporte podem ser

encontradas no Apéndice 4.
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Algumas vezes também foram observados ramos sem suporte mas com
topologia semelhante ao que esta descrito no estudo referéncia (GUPTA et al.,
2018). O clado A7, por exemplo, foi encontrado sem suporte em 7 arvores
filogenéticas, mas a topologia de suas OTUs é sempre a mesma e esta de acordo

com o esperado.
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Figura 3. Comparacdo de suporte estatistico de todas as 16 arvores filogenéticas em
andlise (arvores de numero 1 a 16). A arvore filogenética apresentada corresponde a topologia
da arvore de numero 3, que possui todos os ramos suportados e foi gerada com o Pipelution
utilizando o método bayesiano a partir do alinhamento integral do programa PRANK. Os grandes
grupos do género Mycoplasma estéo indicados externamente. Os circulos pretos com letras de A
a X distinguem nés identificados sem suporte ao menos uma vez em alguma das 16 arvores
filogenéticas. O numero total de vezes em que a bifurcagdo, ou bifurcagdo correspondente
apresentou suporte inferior a 80% ¢é subsequente a letra identificadora. N6s sem circulos possuem
estimativa de confianga acima de 80% em todas as arvores. OTUs em negrito representam
espécies até entdo nao utilizadas em estudos filogendmicos. A arvore filogenética foi enraizada no

grupo externo Bacillus subtilis. Mais informagdes sobre o suporte estao disponiveis no Apéndice 5,
Figura A21.

Os ramos B7 e C6, que foram observados 7 e 6 vezes sem suporte nas

arvores, respectivamente, interferem juntos no posicionamento de duas espécies,
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Candidatus Mycoplasma haemolamae e Candidatus Mycoplasma haemominutum.
Arvores com e sem suporte nesses ramos apresentam ambas as espécies
agrupadas ou com posicionamentos mais basais. O mesmo ocorre nos clados U4,
W8 e X4, onde Mycoplasma verecundum e Mycoplasma nasistruthionis
seguidamente s&do agrupados com Mycoplasma felis e Mycoplasma mustalae
(arvores 1 ,2, 3, 7, 8, 11 e 12) e com Mycoplasma buteonis e Mycoplasma

glycophilum (arvores 4, 13, 14, 15 e 16).

As 16 arvores filogenéticas apresentaram ramos com e sem suporte para
bifurcagbes que envolvem Mycoplasma imitans e Mycoplasma gallisepticum
(clados D1 e E5). Das 16 arvores em comparagao, somente a arvore filogenética
9 apresentou M. imitans e M. gallisepticum como grupo mais basal em relagdo a
Mycoplasma genitalium e Mycoplasma pneumoniae, em uma bifurcacédo sem
suporte. O posicionamento de Mycoplasma mucosicanis também foi encontrado
diversas vezes em bifurcagdes sem suporte. Os clados S9 e T2 indicam que 12

vezes o posicionamento de M. mucosicanis nao obteve suporte.

Os nés mais terminais do clado lll ndo possuem suporte em diversas
arvores filogenéticas (bifurcagdes 11, H4, J11, K4, M8, L3 e N1). O
posicionamento de Mycoplasma arthridis, por exemplo, esta associado a ramos
que nao foram suportados em no minimo 11 arvores. Contraditoriamente, M.
arthridis esta posicionado em ramos suportados nas arvores inferidas pelo
método de distancia. Estes dois posicionamentos sdo, entretanto, diferentes do
estudo referéncia e possuem muitas alteragdes topoldgicas internas no clado Ill.
Também no clado Ill, Mycoplasma arginini nao possui suporte em 8 arvores (5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12), quando agrupado mais proximo de Mycoplasma

phocicerebrale.

O posicionamento da espécie Mycoplasma synoviae também foi diferente
com o método de distancia. As arvores de numero 1 a 12 apresentaram M.
synoviae como grupo irmao de M. gallinaceum e M. verecundum. As arvores
inferidas com a ferramenta MEGA (13, 14, 15 e 16) apresentaram M. synoviae

mais basal em relagdo a Mycoplasma crocodyli e Mycoplasma alligatoris.
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Dos resultados obtidos, 24 ramos ndo possuem suporte em no minimo
uma arvore filogenética (representados nos circulos pretos da Figura 3). A
reconstrugao filogenética por inferéncia bayesiana foi a metodologia que obteve
os melhores suportes estatisticos. A inferéncia com MV através da ferramenta
PhyML com suporte SH-like obteve no maximo 7 clados sem suporte. A inferéncia
por MV com a ferramenta RAXML apresentou resultados inferiores, com até 12
ramos sem suporte.

O resultado com o método de distancia utilizando o programa MEGA foi
similar a inferéncia com a ferramenta RAXML, em relagdo ao suporte. O método
de distancia se diferencia, entretanto, ao conseguir representar de forma mais
coerente as divisdes internas do grupo Hominis, como a ordem dos clados lll, Il e
I. Ao analisar suporte e topologia das arvores geradas, € possivel afirmar que
apesar de ter apresentado suportes mais baixos, o método de distancia foi o que

trouxe topologias mais semelhantes ao observado na literatura.

Adicionalmente, ao avaliar o suporte estatistico de modo mais estrito, ou
seja, considerando 90% como suporte minimo, a IB e o método de distancia,
arvores de numero 1 a 4 e arvores de numero 13 a 16, respectivamente, tiveram
um aumento de 1 a até 4 ramos sem suporte. As arvores filogenéticas inferidas
por MV, arvores de numero 5 a 12, apresentaram o maior aumento de ramos nao

suportados, variandode 3a 7.

5.3 Desempenho

A entrada para os alinhadores Clustal Omega e PRANK foram 1.261.591
aminoacidos distribuidos em 43 arquivos (Apéndice 2). O programa Clustal
Omega, utilizando uma unidade de processamento, precisou de 3,6 min para
completar o alinhamento. Quando configurado para utilizar toda a capacidade do
computador, precisou de 1,5 min. Utilizando toda a capacidade de processamento
do computador, o alinhador PRANK precisou de 24 min. O tempo de

processamento da ferramenta trimAl foi de 1 min, em média.

As arvores filogenéticas inferidas pelo método de distancia com o

programa MEGA demoraram aproximadamente 3 min cada. As arvores inferidas
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pelo método de distancia adaptadas para utilizar todas as unidades de
processamento com a biblioteca Bio.Phylo levaram, em média, 20 h. As arvores
filogenéticas inferidas por MV, utilizando a capacidade maxima do computador,
levaram em média 3 h com o algoritmo do programa PhyML e em média 6 dias
com o algoritmo do programa RAxXML. Por fim, o programa Mr. Bayes, em sua
versao que permite multiprocessamento, precisou em média 3 dias para alcangar

o valor de parada configurado (stopval = 0.01).

O tempo necessario em relacdo a manipulacdo de dados interna do
pipeline, como mudanca de nomes, configuragao de arquivos e entrada e saida

de dados entre as ferramentas € em média de 3 min.

29



6. DISCUSSAO

6.1 Paradigma experimental do pipeline

O pipeline recebe o nome Pipelution por fazer alusdo aos conceitos
pipeline, evolution e solution. Todos os termos supracitados estéo relacionados ao
objetivo de auxiliar a entender questdes evolutivas de procariotos englobando
diversas solugcbes de analises filogenéticas. Ele foi construido com ferramentas
nao comerciais, de uso livre e é projetado para ambientes Linux, o qual ja &

sistema nativo de ambientes e ferramentas de analise filogenética.

Scripts modulares de analise filogenética, desenvolvidos ou
disponibilizados individualmente, normalmente carecem de automatizagcdo. A
automatizagcdo é essencial para agilizar o processo e diminuir atividades de
gerenciamento em cada etapa do fluxo dos dados (LEIPZIG, 2017; WRATTEN;
WILM; GOKE, 2021). O desenvolvimento do Pipelution & feito considerando o
objetivo de produzir diversas arvores filogenéticas de forma automatizada,
incorporando ferramentas que tenham como saida dados que sio a entrada para

a ferramenta seguinte.

O trimAl é um exemplo de algoritmo que, se incorporado em um pipeline,
pode ser automatizado através de parametros de entrada pré-estabelecidos. E
importante adicionar ferramentas assim pois elas se propdem a remover ruido
filogenético do alinhamento, aumentando as chances de obter arvores
filogenéticas com suporte estatistico mais alto. Utilizando parametros
pré-estabelecidos de remocédo de ruido, torna-se facultativa a escolha desse
parametro por parte do usuario e surge a possibilidade de aplicar tais padrdes, ou

identificar padrbes melhores, para outros niveis taxonémicos.

De forma complementar, a automatizacdo na transformacédo dos arquivos
de entrada e saida entre as ferramentas € de valor imensuravel, pois conforme
aumenta o volume de dados, aumenta também a dificuldade de realizar tais
tarefas manualmente. O tempo informado para processamento interno dos dados,
3 min, € irrisério se comparado com o0 tempo que seria necessario para realizar

tais atividades manualmente em uma abordagem filogenémica.
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Evitando etapas manuais e considerando as caracteristicas das
ferramentas utilizadas, o desenvolvimento do pipeline foi feito objetivando otimizar
0S processos e usar por padréao todo recurso disponivel para trabalho. A
elaboragao de paralelizagéo no proprio pipeline para a execugao dos alinhadores
permitiu uma reducédo de 2 min no tempo total de alinhamento. Apesar de nao ser
um grande ganho de tempo, a elaboracdo desse método mostra-se relevante
considerando analises com maior numero de dados, como genomas maiores de

procariotos.

A paralelizagao também foi realizada com o método de reconstrugao
filogenética por distancia, utilizando a biblioteca Bio.Phylo. Esse método, como
explicitado nos resultados, ndo foi capaz de reproduzir de forma coerente os
grupos mais classicos do género Mycoplasma. Isso sugere ser necessario
explorar outros métodos de construgdo de arvores por distancia ou aprimorar o

método atual.

Além dos modulos de paralelizagcdo de processos, também foi
desenvolvido um moddulo para escolha de proteinas que n&o sejam encontradas
em copia unica em GOs. Esse modulo para identificagao de ortdlogos verdadeiros
€ importante por permitir inserir mais sequéncias na analise, as quais seriam
descartadas. Talvez essa seja uma simplificacdo em demasia do problema de
origem dessas proteinas, mas & também, entretanto, uma forma de aumentar o

numero de sequéncias utilizadas para inferéncia filogenética.

Em relagdo a escolha dos métodos de inferéncia implementados, duas
ferramentas diferentes para MV foram selecionadas. A raz&o € devido a PhyML e
RAXML conterem tipos diferentes de suporte estatistico, sendo o suporte SH-like
(PhyML) calculado mais rapidamente e tao confiavel quanto o uso de replicatas. A
ferramenta Mr. Bayes oferece ainda um terceiro tipo de calculo de suporte,
chamado de probabilidade posterior. A escolha de dois alinhadores também é
importante dada a proposta de oferecer diferentes combinagdes metodoldgicas. O
alinhador Clustal Omega é reconhecido por sua rapidez e o PRANK conhecido
por seu viés evolutivo, sendo os dois Otimas opgdes para um pipeline de

filogendmica.
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Este ultimo ponto €& importante em relagdo aos alinhadores. Uma
caracteristica intrinseca da ferramenta PRANK é que ela é projetada para ser
utilizada em analises filogenéticas. Na pratica o que ocorre é a inser¢gao de um
numero maior de gaps no alinhamento, visando manter bem alinhadas regides
conservadas e que representem homologia. Isso reflete no tamanho dos
alinhamentos gerados: o alinhamento realizado com a ferramenta PRANK possui
7.234 posicdes a mais que o alinhamento realizado com o Clustal Omega. Isso
refletiu também nas 16 arvores filogenéticas inferidas, que tiveram diferenca no
numero de clados com e sem suporte utilizando os dois alinhadores. O alinhador
PRANK pode ter apresentado mais ramos com suporte justamente devido a seu

viés evolutivo, melhor alinhando regides de sinal filogenético forte.

6.2 Validagcao do Pipelution com micoplasmas

Durante o desenvolvimento deste pipeline houve a proposta de revisdo da
taxonomia de Tenericutes, grupo que envolve o género Mycoplasma, proposto
como Mesomycoplasma (GUPTA et al., 2018). A nova organizagao é aceita por
uma parte da comunidade cientifica, mas o debate sobre a nomenclatura ainda
estd se desenvolvendo. Algumas formas intermediarias, por exemplo, s&o
encontradas na literatura, como Mycoplasma (Mesomycoplasma) hyorhinis,
(KABISCH et al., 2021). Apesar de a nova proposta ser mais coerente com
caracteristicas fenotipicas e gendmicas das espécies, ndo ha consenso sobre sua
utilizacao e por isso optou-se por seguir a nomenclatura tradicional e mais referida
(WEISBURG et al., 1989).

No presente estudo, para analise de bactérias do género Mycoplasma, foi
priorizada a selegdo de montagens de genomas do banco RefSeq, que é um
banco de dados nado redundante, mais completo e curado, resultando em um
conjunto de espécies representativo e, portanto, adequado para a validacdo do
Pipelution (PHILIPPE et al., 2011). A avaliagdo das arvores geradas com o
pipeline foi feita com o estudo que utilizou maior numero de genomas (80) de
espécies de Mycoplasma (GUPTA et al., 2018).
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As arvores filogenéticas aqui utilizadas como referéncia foram 2, uma
inferida com sequéncias concatenadas de 63 proteinas conservadas, identificadas
com HMM a partir do perfil de marcadores do filo Tenericutes (WANG; WU, 2013).
A segunda foi inferida a partir de sequéncias de 45 proteinas ribossomais
conservadas. Ambas as arvores foram inferidas por MV com o programa RAXML,
utilizando o suporte SH-like, com alinhamento aparado pelo trimAl e realizado
com pacote Clustal Omega (GUPTA et al., 2018).

O critério de escolha da melhor filogenia gerada pelo pipeline, a ser
comparada com as arvores referéncia, foi o suporte dos ramos, pois o suporte
estatistico em si € um processo neutro que reflete apenas o sinal filogenético (ou
ruido) nos dados, conforme detectado pelo método de construgdo de arvore
usado (LEMEY; SALEMI; VANDAMME, 2009). Das 16 arvores geradas com o
pipeline, a arvore por IB e com alinhamento completo pela ferramenta PRANK
teve 80% ou mais de suporte para todos os ramos, sendo ela a escolhida (arvore
3). Todas as outras filogenias foram sistematicamente comparadas com a de

numero 3 e consequentemente avaliadas em relacéo a literatura.

Como explicado anteriormente, as arvores filogenéticas geradas pelo
método de distancia implementado no Pipelution com a biblioteca Bio.Phylo
apresentaram os piores suportes e foram desconsideradas para analise (arvores
17, 18, 19 e 20). Mesmo ao intercalar os alinhadores e o nivel de alteragdo no
alinhamento (alinhamento completo e aparado), ndo houve melhora no suporte
dessas arvores. Portanto, porque o método de distancia do pipeline foi incapaz de
solucionar a relagao entre as OTUs, foi executada adicionalmente a inferéncia por
distancia com o programa MEGA, inferida a parte do pipeline e utilizada para fins
comparativos. As arvores filogenéticas geradas com o MEGA (arvores 13, 14, 15
e 16) apresentaram as topologias dos grandes grupos e suportes acima de 80% e

foram utilizadas nas comparagdes com as outras abordagens.

A escolha dos alinhadores ndo apresentou ser impactante na inferéncia
filogenética de micoplasmas. As divergéncias identificadas em relagao as arvores
filogenéticas referéncia (GUPTA et al., 2018) estdo presentes nas arvores
filogenéticas inferidas tanto a partir do alinhamento com o pacote Clustal Omega,
como a partir do alinhamento com o algoritmo do PRANK. Apesar de o alinhador
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PRANK ter aumentado o numero de ramos suportados, é importante observar que
0s ramos sem suporte ndo representam, necessariamente, alteracdes

topoldgicas.

Uma grande melhoria entre as arvores filogenéticas também nao é
percebida quando a ferramenta trimAl é utilizada com a finalidade de aumentar o
sinal filogenético. A escolha do método de inferéncia, entretanto, mostrou-se
importante por trazer topologias diferentes para os grandes clados nas arvores
filogenéticas geradas. O método de distancia, que tende a ndo ser o melhor em
solucionar relagdes entre espécies evolutivamente distantes, foi 0 mais eficaz em

resolver a ordem dos clados internos do grupo Hominis.

Entre os métodos de inferéncia por MV, observa-se diferencga significativa
entre o numero de ramos sem suporte ao utilizar a ferramenta PhyML e a
ferramenta RAXML. Essa diferenca, entretanto, ndo implicou em ramos néao
suportados afetando a topologia, ou seja, os ramos nao suportados apresentam
quase a mesma topologia de ramos suportados entre as arvores filogenéticas de

numeros 5 a 12.

A analise do suporte dos ramos considerando a topologia levanta uma
questao sobre os grandes clados do grupo Hominis. Os clados |, Il e lll dentro do
grupo Hominis, possuem uma ordem de especia¢ao onde o grupo lll se apresenta
como mais basal em relagdo ao Il e |, sendo o clado | o mais distante. Das 16
arvores filogenéticas aqui inferidas e analisadas, somente 4, inferidas pelo
meétodo de distancia, apresentam essa topologia vista na literatura. As bifurcagdes
desses clados foram encontradas, entretanto, em ramos sem suporte estatistico,
indicando que o valor minimo de confianga estatistica poderia ser diferente para o
método de distdncia quando consideradas OTUs evolutivamente préximas, por

exemplo.

O método de inferéncia por distéancia foi também o unico capaz de agrupar
M. edwardii com Mycoplasma canis (CHALKER; BROWNLIE, 2004) em todas as
suas filogenias. Dentre as 4 filogenias construidas pelo método de distancia estao
3 arvores filogenéticas que apresentam uma organizagcao, com suporte estatistico,

de acordo com o esperado dentro do clado | de Hominis, onde o clado de M.
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opalescens é mais basal. Outro posicionamento que o método de distancia
apresenta de acordo com o esperado € o de M. arthritidis, que é mais basal em
relacdo a Mycoplasma cloacale. No entanto, a resolugao da topologia interna no
clado | foi comprometida, onde bifurcacbes mais terminais sao diferentes do

estudo utilizado para comparagéo.

Apesar de o suporte representar a probabilidade de uma filogenia ser a
verdadeira, ou ainda a probabilidade de o mesmo resultado ser encontrado
utilizando outro conjunto de marcadores moleculares (HILLIS; BULL, 1993), é
necessario reconhecer limitagdes técnicas que podem afetar a interpretagdo dos
valores de suporte. Os tipos de erros que podem ser introduzidos pelo processo
de inferéncia filogenética podem ser de dois tipos: associados a amostragem,
denominados erros estocasticos que tendem a ser minimizados de acordo com o
numero de marcadores moleculares utilizados. E erros associados a natureza
simples dos modelos evolutivos em comparacdo com a complexidade
composicional das sequéncias, que sdo denominados erros sistematicos e
tendem a ser maximizados em grandes conjuntos de dados (PHILLIPS; DELSUC;
PENNY, 2004).

A interpretacdo dos resultados considerando possiveis erros sistematicos
traz questionamentos sobre as inferéncias com MV e IB. Apesar de as arvores
filogenéticas por IB terem todos os ramos com probabilidade posterior igual ou
superior a 80% (0.8), a topologia nos ramos internos dos grupos lll, Il e | foi
comprometida, bem como o posicionamento das OTUs supracitadas. Mesmo ao
utilizar paradmetros especificos de modelo evolutivo para cada GO e cdédigo
genético de Mycoplasmas, configuragdes permitidas somente pelo programa Mr.
Bayes, nado foi observada nas arvores filogenéticas inferidas por IB uma topologia

mais semelhante as filogenias referidas .

Ha ainda outra problematica em relacdo a IB, visto que é recomendado
utilizar valores de no minimo 90% de probabilidade posterior para esse método
(ANISIMOVA et al., 2011) e ele possui a tendéncia de superestimar a confianga do
no (SUZUKI; GLAZKO; NEI, 2002). Sendo assim, considerando 95% (0.95) para
analise de suporte estatistico, as arvores filogenéticas 1, 2, 3 e 4 tiveram 6,4, 2 e
3 ramos com confianga inferior a 95%, respectivamente. Desses ramos, ha
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somente uma sobreposicéo entre as 4 filogenias, que envolve as bifurcagbes RS,
S9 e T2, também né&o suportadas em diversas outras arvores filogenéticas (Figura
3). Entretanto, nenhum desses clados sem suporte estatistico esta associado as
bifurcagdes dos grupos llI, Il e |, que sao topologicamente diferentes das arvores
utilizadas como referéncia. Isso pode indicar que os grupos lll, Il e | possuem um
padrao distinto de especiacdo que viola as premissas dos modelos evolutivos
utilizados, resultando em um sinal filogenético ndo adequado para ser resolvido

por métodos mais complexos, como IB e MV.

Como decorréncia, as maiores diferencas topoldgicas e de suporte entre as
ferramentas utilizadas foram observadas comparando o método de distancia e os
demais, IB e MV. E, apesar das divergéncias entre as filogenias aqui inferidas e
as filogenias utilizadas como referéncia, todos os métodos considerados
conseguiram reproduzir os grupos Mycoides, Pneumoniae e Hominis,
caracteristicos do género Mycoplasma. A seguir serdao descritas abordagens que

poderiam contribuir na compreenséo dos resultados gerados através do pipeline.

A ferramenta OrthoFinder, baseada em busca local, de viés evolutivo e
utilizada no Pipelution, identificou 43 grupos ortdlogos. As duas arvores
filogenéticas referenciadas utilizaram 63 e 45 proteinas cada, identificadas com
heuristicas diferentes do OrthoFinder. Isso significa que com os métodos de
inferéncia aqui explorados foi possivel reproduzir o mesmo esqueleto da filogenia
de micoplasmas inferida com marcadores especificos do género. Mostra-se
pertinente, portanto, realizar uma comparacgao futura com as proteinas integrantes
dos 43 GOs e as proteinas utilizadas no estudo de referéncia para identificar

possiveis sobreposi¢cdes e explorar o conjunto de sequéncias utilizadas.

Adicionalmente, seria interessante realizar uma nova inferéncia com as
mesmas configuragbes da arvore de numero 3, alterando o conjunto de dados.
Essa alteracdo consistiria em aumentar o numero de GOs incluidos selecionando
grupos de proteinas que nao sdo encontradas em copia Unica. Para tal, fazer uso
do moédulo de escolha de ortélogos verdadeiros, desenvolvido no Pipelution.
Considerando as filogenias ja obtidas e a arvore filogenética gerada a partir dessa
proposta, seria possivel analisar se ha aumento ou diminuicdo do suporte
estatistico e mudanga na topologia entre as filogenias. Essa inferéncia seria
36



também uma primeira forma de teste do método de escolha de ortdlogo

verdadeiro aqui desenvolvido.

Também pode ser realizada a inclusdo de sequéncias gendmicas de
espécies que nao estavam disponiveis durante a execugao deste trabalho, bem
como a inclusédo de grupos irmaos ao género, que auxiliariam na validagcdo do
pipeline, devido a recente revisdo da taxonomia do género Mycoplasma e de seus
grupos irméos. De forma complementar, mais comparagdes, como calculos de
distancia, podem ser executadas entre as 16 filogenias inferidas. Robinson Foulds
e outras métricas de analise de comprimento de ramos seriam relevantes para

melhor entender as diferencgas entre as metodologias aplicadas.

Por fim, mostra-se pertinente executar uma abordagem que contemple a
complexidade dos eventos evolutivos e que pondere a especificidade de
hospedeiros de micoplasmas. Assim sendo, €& importante considerar a
investigacdo de TGH e co-evolugao entre espécies do género Mycoplasma e seus
respectivos hospedeiros. Ja existem estudos similares com algumas espécies ou
clusters de espécies (FISCHER et al., 2012; TOOMER et al., 2015; DESIRO et al.,
2018; ELMNASRI et al., 2018; RASMUSSEN et al., 2022), mas uma analise que
utilize a sequéncia genbmica de diversas espécies de micoplasma e seus

hospedeiros seria de grande valia para entender a ecologia e evolugao do género.
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7. CONCLUSOES

VI.

38

Bactérias do género Mycoplasma possuem trés grandes grupos bem
definidos, os quais foram identificados nas filogenias inferidas por

diferentes metodologias no pipeline.

Dentre as muitas ferramentas que fazem parte da reconstrugéo
filogenética, o método de inferéncia demonstrou ser o mais responsavel

por resultados divergentes em relagcao a topologia e suporte estatistico.

O método de distancia foi o mais eficiente em solucionar a ordem das

relagdes entre grupos mais internos do género Mycoplasma.

A automatizacdo de processos com uso de pipelines permite a inclusédo de
muitos dados, bem como o processamento facilitado deles, o que é muito

vantajoso para a filogendémica.

O desenvolvimento do Pipelution foi validado com sequéncias de genomas

de Mycoplasma, demonstrando ser competente no objetivo proposto.

A escolha de métodos a serem utilizados para reconstrugdo filogenética
com o pipeline pode ser guiada por um conhecimento prévio do grupo

taxondmico ou pode ser com viés exploratério dos dados.
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APENDICE 1

Tabela A3 - Informagéos sobre os genomas das espécies utilizadas no pipeline. Cento e
cinco genomas pertencem a espécies de micoplasma e 1 genoma pertence ao grupo externo.
Tabela ordenada alfabeticamente.

N° Espécie ID linhagem Montagem' Nivel
Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 GCF_002009135.1 Completo
2 Candidatus Mycoplasma girerdii VCU_M1 GCA _000770195.1 Completo
Candidatus Mycoplasma
3 haemobos INIFAPO1 GCA_001645765.1 Contig
Candidatus Mycoplasma
4 haemolamae Purdue GCA 000281235.1 Completo
Candidatus Mycoplasma
5 haemominutum Birmingham 1 GCA_000319365.1 Scaffold
Candidatus Mycoplasma
6 haemohominis SWG34-3 GCA_008326325.1 Contig
7 Mycoplasma agalactiae PG2 GCA _000063605.1 Completo
8 Mycoplasma agassizii PS6 GCA 002272945.1 Scaffold
9 Mycoplasma alkalescens ATCC 29103 GCA _003208575.1 Scaffold
10 Mycoplasma alligatoris A21JP2 GCA_000178375.1 Contig
11 Mycoplasma alvi ATCC 29626 GCA 000701785.1 Scaffold
12 Mpycoplasma amphoriforme A39 GCA 000723365.1 Completo
13 Mycoplasma anatis NCTC 10156 GCA_003285065.1 Completo
14 Mycoplasma anseris ATCC 49234 GCA_003285045.1 Completo
15 Mpycoplasma arginini HAZ145 1 GCA _001547975.1 Completo
16 Mycoplasma arthritidis 158L3-1 GCA _000020065.1 Completo
17 Mpycoplasma auris ATCC 51348 GCA 003253435.1 Scaffold
18 Mycoplasma bovigenitalium HAZ596 GCA_002356075.1 Completo
19 Mpycoplasma bovirhinis GSO01 GCA_002688685.1 Completo
20 Mpycoplasma bovis PG45 GCA 000183385.1 Completo
21 Mycoplasma bovoculi M165/69 GCA 000524555.1 Completo
22 Mycoplasma buteonis ATCC 51371 GCA 000733865.1 Scaffold
23 Mpycoplasma californicum ST-6 GCA_000695835.1 Completo
24 Mycoplasma canadense HAZ360_1 GCA _000828855.1 Completo
25 Mpycoplasma canis PG 14 GCA 001553195.1 Completo
Mycoplasma capricolum subsp
26 capricolum ATCC 27343 GCA 000012765.1 Completo
27 Mycoplasma caviae NCTC10126 GCF_900631685.1 Contig
28 Mycoplasma citelli NCTC10181 GCF_900660645.1 Completo
29 Mycoplasma cloacale NCTC 10199 GCA _003269445.1 Completo
30 Mycoplasma collis ATCC 35278 GCA 000701825.1 Scaffold
31 Mycoplasma columbinasale NCTC10184 GCF_900660705.1 Completo

'De acordo com NCBI.
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N° Espécie ID linhagem Montagem’ Nivel
32 Mycoplasma columbinum ATCC 29257 GCA 000712175.1 Scaffold
33 Mycoplasma columborale ATCC 29258 GCA _000701845.1 Scaffold
34 Mpycoplasma conjunctivae HRC/581T GCA_000026765.1 Cromossomo
35 Mycoplasma cricetuli ATCC 35279 GCA 000526955.1 Contig
36 Mycoplasma crocodyli MP145 GCA_000025845.1 Completo
37 Mycoplasma cynos C142 GCA 000328725.1 Completo
38 Mycoplasma dispar ATCC 27140 GCA 000941075.1 Completo
39 Mycoplasma edwardii NCTC10132 GCF_900476105.1 Completo
40 Mycoplasma elephantis ATCC 51980 GCA _000687815.1 Contig
41 Mpycoplasma equirhinis ATCC 43428 GCF_006385185.1 Contig
42 Mycoplasma felis ATCC 23391 GCA_000701865.1 Scaffold
43 Mycoplasma feriruminatoris G5847 GCA 000327395.1 Scaffold
44 Mpycoplasma fermentans JER GCA 000148625.1 Completo
45 Mpycoplasma fermentans M64 GCA _000186005.1 Completo
46 Mycoplasma gallinaceum NCTC10183 GCF_900660495.1 Completo
47 Mpycoplasma gallinarum DSM 19816 GCA 000621085.1 Scaffold
48 Mpycoplasma gallisepticum R GCA_000092585.1 Completo
49 Mycoplasma gallopavonis NCTC10186 GCF_900660635.1 Completo
50 Mycoplasma genitalium G-37 GCA _000027325.1 Completo
51 Mycoplasma glycophilum ATCC 35277 GCA _000687855.1 Contig
52 Mpycoplasma haemocanis lllinois GCA 000238995.1 Completo
53 Mycoplasma haemofelis Langford 1 GCA _000200735.1 Completo
54 Mycoplasma hominis ATCC 23114 GCA_000085865.1 Completo
55 Mpycoplasma hyopneumoniae J GCA 000008205.1 Completo
56 Mycoplasma hyorhinis HUB-1 GCA 000145705.1 Completo
57 Mycoplasma hyosynoviae NPL4 GCA _000691345.1 Contig
58 Mpycoplasma imitans ATCC 51306 GCA 000518305.1 Scaffold
59 Mycoplasma iners ATCC 19705 GCA 000701805.1 Scaffold
60 Mycoplasma iowae 695 GCA _000227355.2 Contig
61 Mycoplasma leachii PG50 GCA 000183365.1 Completo
62 Mycoplasma leonicaptivi ATCC 49890 GCA_000622205.1 Scaffold
63 Mycoplasma lipofaciens ATCC 35015 GCA _000686585.1 Scaffold
64 Mycoplasma maculosum NCTC10168 GCF_900660665.1 Completo
65 Mycoplasma marinum PE GCF_004335975.1 Contig
66 Mycoplasma meleagridis IZSVE/2944/9/2011 GCA_001484825.1 Scaffold
67 Mycoplasma mobile 163K GCA _000008365.1 Completo
68 Mycoplasma molare ATCC 27746 GCA 000622165.1 Scaffold
69 Mycoplasma mustelae ATCC 35214 GCF_004365095.1 Scaffold
70 Mycoplasma mycoides subsp capri 95010 GCA_000253075.1 Scaffold

'De acordo com NCBI.
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N° Espécie ID linhagem Montagem’ Nivel
71 Mycoplasma neurolyticum NCTC10166 GCF_900660485.1 Completo
72 Mycoplasma opalescens ATCC 27921 GCA 000712185.1 Contig
73 Mpycoplasma orale ATCC 23714 GCA_000420105.1 Scaffold
74 Mycoplasma ovipneumoniae NCTC 10156 GCA _000753815.1 Completo
75 Mycoplasma ovis Michigan GCA _000508245.1 Completo
76 Mycoplasma parvum Indiana GCA 0004774151 Completo
77 Mpycoplasma penetrans HF-2 GCA_000011225.1 Completo
78 Mycoplasma phocicerebrale 1049 GCF_003383595.3 Completo
79 Mpycoplasma phocidae 105 GCF_003332325.1 Completo
80 Mycoplasma phocirhinis 852 GCF_004216495.1 Completo
81 Mycoplasma pirum ATCC 25960 GCA_000685905.1 Completo
82 Mycoplasma pneumoniae M129; ATCC 29342 GCA _000027345.1 Contig
83 Mycoplasma primatum ATCC 25948 GCA_000702785.1 Completo
84 Mpycoplasma pullorum B359 6 GCA 001900245.1 Completo
85 Mycoplasma pulmonis UAB CTIP GCA 000195875.1 Completo
86 Mycoplasma putrefaciens KS1 GCA 000224105.1 Contig
87 Mycoplasma salivarium ATCC 23064 GCA _000485555.1 Contig
88 Mycoplasma simbae ATCC 49888 GCA _000702705.1 Scaffold
89 Mycoplasma spumans ATCC 19526 GCA _000620005.1 Scaffold
90 Mycoplasma sturni DSM 22021 GCA 000701485.1 Contig
91 Mycoplasma subdolum ATCC 29870 GCF_003688445.1 Completo
92 Mycoplasma suis lllinois GCA _000179035.2 Completo
93 Mycoplasma synoviae 53 GCA_000008245.1 Scaffold
94 Mycoplasma testudineum BH29 GCA 002245785.1 Contig
95 Mycoplasma testudinis ATCC 43263 GCA _000687795.1 Contig
96 Mycoplasma todarodis 5H GCF_004335995.1 Contig
97 Mycoplasma verecundum ATCC 27862 GCA _900167035.1 Completo
98 Mycoplasma wenyonii Massachusetts GCA 000277795.1 Completo
99 Mycoplasma yeatsii GM274B GCA _000875755.1 Completo
100 Mycoplasma anserisalpingitis ATCC:BAA-2147  GCA_007859615.1 Completo
101 Mycoplasma falconis ATCC 51372 GCF_006385795.1 Contig
102 Mycoplasma felifaucium ATCC 43428 GCF_000687775.1 Contig
103 Mycoplasma mucosicanis 1642 GCF_006546935.1 Contig
104 Mycoplasma nasistruthionis 2F1A GCF_006228185.1 Completo
105 Mycoplasma neophronis 24097 GCF_006491995.1 Contig
106 Mycoplasma struthionis 2371A GCF_003855455.1 Completo

'De acordo com NCBI.
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APENDICE 2

Tabela 4 - Grupos ortélogos identificados com a ferramenta OrthoFinder. Cada GO possui
106 sequéncias de aminoacidos que constituem um arquivo no formato FASTA.

Tamanho (aa)

GO — — — Total (aa)
Minimo Médio Maximo
0G0000114 69 72,7 86 7710
0G0000115 151 220,4 256 23364
0G0000116 66 116,6 123 12364
0G0000117 129 132,4 142 14032
0G0000118 120 121,8 124 12913
0G0000119 80 89,6 100 9497
0G0000120 136 141,3 160 14980
0G0000121 216 2354 417 24948
0G0000122 87 91,1 100 9655
0G0000123 277 281,3 287 29822
0G0000124 98 102,8 121 10900
0G0000126 321 332,9 355 35289
0G0000127 302 313,6 346 33237
0G0000128 300 339,3 361 35971
0G0000129 142 145,1 153 15377
0OG0000130 129 133,4 150 14143
0OG0000131 393 4111 771 43576
0OGO0000135 65 86,8 90 9197
OG0000136 106 111,9 127 11863
0G0000137 250 260,6 292 27624
0G0000140 33 1131 147 11988
0G0000141 110 149 281 15793
0G0000142 436 447.5 460 47431
0G0000144 137 165,7 204 17562
0G0000145 199 2452 282 25987
0G0000146 682 889,7 921 94312
0G0000147 179 186,6 204 19784
0G0000148 188 205,5 299 21780
0G0000150 371 535,9 636 56807
0G0000151 567 602,8 716 63900
0G0000152 369 423,8 657 44926
0OG0000155 360 377,1 657 39970
0OG0000156 201 270 287 28618
0G0000158 502 524.4 598 55584
0G0000159 167 182,8 195 19372
0G0000160 226 263,1 314 27892
0G0000162 295 302,8 341 32098
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Tamanho (aa)

GO Total (aa)
Minimo Médio Maximo
0G0000164 777 836,1 880 88628
0G0000165 680 694,3 702 73595
0G0000166 148 155,8 161 16518
0G0000169 314 336,5 361 35665
0G0000170 108 128 141 13565
0G0000171 44 126 162 13354
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APENDICE 3

Nesta secdo sao apresentadas todas as 16 arvores geradas com o
Pipelution e as 4 arvores geradas com a ferramenta MEGA. As figuras estao
numeradas de acordo com a Tabela 2.
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Figura A1. Arvore filogenética inferida por inferéncia bayesiana com o programa Mr. Bayes. O

em cada bifurcagdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.

alinhamento foi realizado com o Clustal Omega e utilizado completo. O suporte dos ramos esta indicado

58



Tree scale: 1 + |

N
w
Zz I
% o § 8
]
z S = F
7o a § =
%, g 88
% % 3 =
2, %, a] [q) = =
%, B, z =z
(=3 ¢, Z -1
% %, %
) s, %, z % £
e o3 N
% N S
Y B, B, B
e B, &
e o ®
m B e % o
v, %, W
S, t, |y O 3
K2 - e, - % N o
b, B, o
KO ° ‘4\1666 W,ow
So . % S (o®
f/é){/,{v o ;
! nie®
ne'
ayoP
=7 - cnal
. gy gisP N
0!
o5 Crgn ‘Suud
- cans G4, . orele 23714
03064
M- bouirp . salivarium
M. leon i
eunlcﬁp{fv’ 49860 | . M. nyosynﬂ\"ae
— [
M. mustelae o I_‘h"‘ \ M. arthritidis 158L3-1
M. felis 23391 —0lestBos13 N M. cloacale
M. verecundum T jrf‘l\ M. anseris
-

M. nasistruthiam’s

. gallopav©"" M. augs

38217
hilum
_glycoP’
M. 9 u

. ‘9"9/'0,,, .

N
L P 2
FEF 5o z =g
§ 5 § 5 & z T8 %
N B TN =5 3 % o
S § & F R FHH guoezs s 2% 3% °% 3 %
FF &I FFITET 2T B % 2
¥ & & § o 5 5 o & T & 3 B L % B B ©
3 N~ S g I B8 T A B =]
Yy fF e FsfLiISFERE RS OT %
S SR T = 5 = T g ©
TS S ELERTESES TR
s e o
§y § %3 s83%8% ¢
S g E 8 &8 B
5 £
g
=

M. phac.'ce!ebrafs 3

M Uk Aesee, s

M
- &
xi'fiéde Nse

Figura A2. Arvorenfilogenética inferida por inferéncia bayesiana com o programa Mr. Bayes e
alinhador Clustal Omega. O alinhamento foi aparado com a ferramenta trimAl. O suporte dos ramos

esta indicado em cada bifurcagdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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alinhamento foi realizado com o PRANK e utilizado completo. O suporte dos ramos esta indicado em
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PhyML. O alinhamento foi realizado com o Clustal Omega e utilizado completo. O suporte dos ramos
esta indicado em cada bifurcagdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A6. Arvore filogenética inferida pelo método de maxima verossimilhanga com a ferramenta

PhyML e alinhador Clustal Omega. O alinhamento foi aparado com a ferramenta trimAl. O suporte dos
ramos esta indicado em cada bifurcagao. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A7. Arvore filogenética inferida pelo método de maxima verossimilhanga com a ferramenta

PhyML. O alinhamento foi realizado com o PRANK e utilizado completo. O suporte dos ramos esta
indicado em cada bifurcagcédo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A8. Arvore filogenética inferida pelo método de maxima verossimilhanga com a ferramenta
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Figura A9. Arvore filogenética inferida pelo método de maxima verossimilhanga com a ferramenta

RAXML. O alinhamento foi realizado com o Clustal Omega e utilizado completo. O suporte dos ramos
esta indicado em cada bifurcagdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A10. Arvore filogenética inferida pelo método de m

axima verossimi

lhanga com a

ferramenta RAXML e alinhador Clustal Omega. O alinhamento foi aparado com a ferramenta trimAl. O

suporte dos ramos esta indicado em cada bifurcacdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A11. Arvore filogenética inferida pelo método de

maxima verossimilhanga com a

ferramenta RAXML. O alinhamento foi realizado com o PRANK e utilizado completo. O suporte dos

ramos esta indicado em cada bifurcagao. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A12. Arvore filogenética inferida pelo método de maxima verossimilhanga com a
ferramenta RAXML e alinhador PRANK. O alinhamento foi aparado com a ferramenta trimAl. O suporte
dos ramos esta indicado em cada bifurcagéo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A13. Arvore filogenética inferida pelo método de distancia com a ferramenta MEGA. O
alinhamento foi realizado com o Clustal Omega e utilizado completo. O suporte dos ramos esta indicado
em cada bifurcagdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A14. Arvore filogenética inferida pelo

e método de distincia com a ferramenta MEGA e
alinhador Clustal Omega. O alinhamento foi aparado com a ferramenta trimAl. O suporte dos ramos

esta indicado em cada bifurcagao. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A16. Arvore filogenética inferida pelo método de distancia com a ferramenta MEGA e

alinhador PRANK. O alinhamento foi aparado com a ferramenta trimAl. O suporte dos ramos esta
indicado em cada bifurcagdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A17. Arvore filogenética inferida pelo método de distancia com a biblioteca Bio.Phylo. O
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esta indicado em cada bifurcagao. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A19. Arvore filogenética inferida pelo método de distancia com a biblioteca Bio.Phylo. O

alinhamento foi realizado com o PRANK e utilizado completo. O suporte dos ramos esta indicado em
cada bifurcagdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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Figura A20. Arvore filogenética inferida pelo método de distancia com a biblioteca Bio.Phylo e
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indicado em cada bifurcagdo. Foram utilizadas 1000 replicatas.
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APENDICE 4

As Tabelas de A5 a A8 apresentam detalhes das comparagdes topoldgicas
realizadas com as 16 arvores filogenéticas geradas com o Pipelution e as arvores
referenciadas (GUPTA et al., 2018). Quando necessario € utilizado como
referéncia o estudo de publicacdo da espécie. Alguns dados levantados na
comparacao estdo descritos abaixo. Eles se aplicam a todas as tabelas (A5, A6,
A7 e A8).

Bifurcagdes / OTUs envolvidas:

78

B7 E C6 / Candidatus M. haemolamae e Candidatus M. haemominutum: Entre
as arvores referéncia ndo ha consisténcia sobre qual espécie € mais
basal,Candidatus M. haemolamae ou Canditatus M. haemominutum.

D1 E ES / M. imitans e M. gallisepticum: Na filogenia referenciada, M. imitans
e M. gallisepticum sao mais basais (formam um grupo irmao) em relagao a M.
genitallium e M. pneumoniae.

G4 / Ordem clado IlI>11>]: Clados | e Il deveriam ser mais agrupados entre si
em relacao ao clado lll. Em outras palavras, o clado Ill deveria estar mais
basal em relagédo ao clado Il em uma bifurcagdo. A ordem é: Ill > 11 > |.

F4 / M. mobile: M. mobile deveria estar ou dentro do clado Il (nas primeiras
bifurcagdes) ou mais basal em relagéo aos clados | e Il

H4 / M. arthritidis: Nas arvores referenciadas, M. arthritidis € mais basal que
M. cloacale.

M8 / M. arginini: M. arginini esta posicionado no clado | nas arvores
referenciadas. Mas M. arginini também tem proteinas homodlogas com
espécies do clado I, sem posicionamento fixo.

R8, S9 E T2 / M. mucosicanis: no artigo de publicagcdo da espécie, M.
mucosicanis € mais basal em relacdo a M. phocirhinis (SPERGSER et al.,
2011)

O3 / Topologia no primeiro clado dentro do grupo Hominis: Na filogenia de
referéncia o clado de M. opalescens é mais basal em relagao a todas as
outras espécies desta quarta bifurcagéo (clado |) dentro do grupo Hominis.

U4, W8 E X4 /| M. verecundum e M. nasistruthionis: Na filogenia referéncia
nao ha consenso sobre o posicionamento de M. verecundum. A espécie esta
tanto basal em relacdo a M. buteonis e M. glycophilum, como agrupada com
M. felis. M. nasistruthionis esta agrupada com M. verecundum na filogenia
publicada da espécie (SPERGSER et al., 2020).

N/A |/ M. synoviae: Nas arvores referenciadas, M. synoviae estd uma
bifurcagao antes do clado de M. gallinaceum.

N/A /| M. canis: M. canis estd agrupado com M. cynos nas arvores
filogenéticas de referéncia. Na literatura, M. canis agrupa com M. edwardii
(CHALKER; BROWNLIE, 2004).


https://paperpile.com/c/LOVeQk/00qyJ
https://paperpile.com/c/LOVeQk/xBDC
https://paperpile.com/c/LOVeQk/xBDC
https://paperpile.com/c/LOVeQk/MEhB
https://paperpile.com/c/LOVeQk/cpXcE

Tabela A5: Descricdo das diferencas encontradas nas arvores de nimero 1 a 4 em relacido as arvores
filogenéticas inferidas por Gupta. Estdo descritas as diferengas topolégicas em relagdo ao posicionamento das
espécies, as quais estdo mapeadas em nods identificados conforme descrito no corpo do texto, quando possivel.
Posicionamentos em negrito representam nds com suporte inferior a 80%.

Método IB (Mr. Bayes)
Alinhamento Clustal completo Clustal aparado PRANK completo PRANK aparado
Arvore 1 2 4
Suporte < 80% 4 0
Suporte < 90% 4 2
Bifurcagées / OTU envolvida
B7 E C6 / Candidatus M. Candidatus M. Candidatus M. . ,
R . Candidatus M. haemominutum
haemolamae e Candidatus M. haemolamae mais haemolamae Agrupados .
. ; mais basal
haemominutum basal mais basal

Em ramo mais terminal
que M. genitallium e M.
pneumoniae

D1 E E5/ M. imitans e M.
gallisepticum

G4 / Ordem clado llI>1I1>] 1> 1

F4 | M. mobile Basal em relagdo aos
Clados Il e lll
Em um né mais basal

H4 | M. arthritidis
que M. orale

Posicionado no Clado
Il agrupado com M.
canadense

M8 / M. arginini

Agrupado com M.

R8, S9 E T2 / M. mucosicanis P
phocirhinis

Errado, sem clado de
M. opalescens ser mais
basal

03/ Topologia no primeiro
clado dentro do grupo Hominis

U4, W8 E X4 /| M. verecundum e
M. nasistruthionis

Agrupado com M. felis
e M. mustalae

Grupo irmao mais basal
do clado de M.
gallinaceum e M.
verecundum

N/A | M. synoviae

Basal em relagdo a M.

N/A | M. canis edwardii

Em ramo mais
terminal que M.
genitallium e M.

pneumoniae

I>1i

Basal em relagao
aos Clados Il e llI

Em um né mais
basal que M.
cloacale

Posicionado no
Clado lll
agrupado com M.
canadense

Basal em relagao
ao clado (4
OTUs)

Errado, sem clado
de M. opalescens
ser mais basal

Agrupado com
M. felis e M.
mustalae

Grupo irmao mais

basal do clado de
M. gallinaceum e
M. verecundum

Basal em relagao
a M. edwardii

Em ramo mais
terminal que M.
genitallium e M.

pneumoniae

I>1i

Basal em relagao
aos Clados Il e lll

Em um né mais
basal que M.
cloacale

Posicionado no
Clado Il agrupado
com M. canadense

Basal em relagao
ao clado (4 OTUs)

Errado, sem clado
de M. opalescens
ser mais basal

Agrupado com M.
felis e M. mustalae

Grupo irmao mais

basal do clado de
M. gallinaceum e
M. verecundum

Basal em relagdo a

M. edwardii

Em ramo mais terminal que M.
genitallium e M. pneumoniae

1>l

Basal em relagdo aos Clados Il
elll

Em um né mais basal que M.
cloacale

Posicionado no Clado llI
agrupado com M. canadense

Agrupado com M. phocirhinis

Errado, sem clado de M.
opalescens ser mais basal

Agrupado com M. buteonis e
M. glycophilum

Grupo irméo mais basal do
clado de M. gallinaceum e M.
verecundum

Basal em relagao a M. edwardii

N° de ramos sem suporte que 2
podem impactar a topologia

3

0
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Tabela A6: Descricido das diferencas encontradas nas arvores de nimero 5 a 8 em relacido as arvores
filogenéticas inferidas por Gupta. Estdo descritas as diferengas topolégicas em relagdo ao posicionamento das
espécies, as quais estdo mapeadas em nods identificados conforme descrito no corpo do texto, quando possivel.
Posicionamentos em negrito representam nds com suporte inferior a 80%.

Método MV (PhyML - SH-like)
Alinhamento Clustal completo Clustal aparado PRANK completo PRANK aparado
Arvore 5
Suporte < 80% 7
Suporte < 90% 13 10 6
Bifurcagées / OTU envolvida
B7 E C6 / Candidatus M. Candidatus M. Candidatus M.
haemolamae e Candidatus M. haemolamae haemolamae Agrupados Agrupados
haemominutum mais basal mais basal

D1 E E5/ M. imitans e M.

Em ramo mais
terminal que M.

Em ramo mais
terminal que M.

Em ramo mais
terminal que M.

Em ramo mais terminal que
M. genitallium e M.

gallisepticum genitalliume M.  genitallium e M. genitallium e M. .
. , , pneumoniae
pneumoniae pneumoniae pneumoniae
G4 / Ordem clado llI>11>1 1>l 1>l =1 >

F4 | M. mobile

H4 | M. arthritidis

M8 / M. arginini

R8, S9 E T2 / M. mucosicanis

03 / Topologia no primeiro clado
dentro do grupo Hominis

Basal em relagao
aos Clados Il e lll

Em um no6 mais
basal que M.
cloacale

Posicionado no
Clado lll mas
mais proximo de
M.
phocicerebrale

Mais terminal
que M.
phocirhinis
Errado, sem clado
de M. opalescens
ser mais basal

um grupo mais

Basal em relagao
aos Clados Il e lll

Em um né mais
basal que M.
cloacale

Posicionado no
Clado lll mas
mais préximo de
M.
phocicerebrale

Mais terminal
que M.
phocirhinis
Errado, sem clado
de M. opalescens
ser mais basal

um grupo mais

Basal em relagao
aos Clados Il e Il

Em um no6 mais
basal que M.
cloacale

Posicionado no
Clado lll mas mais

préoximo de M.
phocicerebrale

Agrupado com M.

phocirhinis

Errado, sem clado
de M. opalescens

ser mais basal

Basal em relagao aos Clados Il

elll

Em um né mais basal que M.
cloacale

Posicionado no Clado lll mas
mais proximo de M.
phocicerebrale

Agrupado com M. phocirhinis

Errado, sem clado de M.
opalescens ser mais basal

U4, W8 E X4 / M. verecundum e M. basal que M. basal que M. Agrupado com M. Agrupado com M. felis e M.
nasistruthionis buteonis e M. buteonise M.  felis e M. mustalae mustalae
glycophilum glycophilum

N/A | M. synoviae

N/A | M. canis

Grupo irméo mais

basal do clado de
M. gallinaceum e
M. verecundum

Basal em relacao
a M. edwardii

Grupo irmao mais

basal do clado de
M. gallinaceum e
M. verecundum

Basal em relacao
a M. edwardii

Grupo irmao mais
basal do clado de
M. gallinaceum e

M. verecundum

Basal em relagao a

M. edwardii

Grupo irmao mais basal do
clado de M. gallinaceum e M.
verecundum

Basal em relagdo a M. edwardii

N° de ramos sem suporte que
podem impactar a topologia

5

4

3
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Tabela A7: Descrigdo das diferengas encontradas nas arvores de numero 9 a 12 em relagdao as arvores
filogenéticas inferidas por Gupta. Estdo descritas as diferengas topolégicas em relagdo ao posicionamento das
espécies, as quais estdo mapeadas em nods identificados conforme descrito no corpo do texto, quando possivel.
Posicionamentos em negrito representam nds com suporte inferior a 80%.

Método MV (RAxML)
Alinhamento Clustal completo Clustal aparado PRANK completo PRANK aparado
Arvore 9 10 1 12
Suporte < 80% 12 1 12 10
Suporte < 90% 17 18 16 16
Bifurca¢ées / OTU envolvida
B7 E C6 / Candidatus M. Candidatus M. Candidatus M.
haemolamae e Candidatus M. haemolamae mais haemolamae Agrupados Agrupados
haemominutum basal mais basal

D1 E E5/ M. imitans e M.
gallisepticum

G4 / Ordem clado IlI>1I>1

F4 | M. mobile

H4 | M. arthritidis

M8 / M. arginini

R8, S9 E T2 / M. mucosicanis

03 / Topologia no primeiro clado
dentro do grupo Hominis

U4, W8 E X4 /| M. verecundum e M.
nasistruthionis

N/A | M. synoviae

N/A | M. canis

Grupo mais basal
que M. genitalium
e M. pneumoniae

>

Basal em relagao
aos Clados Il e Il

Em um né mais
basal que M.
cloacale

Posicionado no
Clado lll mas mais
préoximo de M.
phocicerebrale

Mais terminal que
M. phocirhinis

Errado, sem clado
de M. opalescens
ser mais basal

E um grupo mais
basal que M.
buteonis e M.
glycophilum

Grupo irmao mais

basal do clado de
M. gallinaceum e
M. verecundum

Basal em relacao a
M. edwardii

Em ramo mais
terminal que M.
genitallium e M.

pneumoniae

I>1i

Basal em relagao
aos Clados Il e llI

Em um né mais
basal que M.
cloacale

Posicionado no
Clado lll mas
mais proximo de
M.
phocicerebrale

Mais terminal
que M.
phocirhinis

Errado, sem clado
de M. opalescens
ser mais basal

E um grupo mais
basal que M.
buteonis e M.
glycophilum

Grupo irm&o mais

basal do clado de
M. gallinaceum e
M. verecundum

Basal em relagao
a M. edwardii

Em ramo mais
terminal que M.
genitallium e M.

pneumoniae

>l

Em ramo mais terminal que M.
genitallium e M. pneumoniae

I>1i

Basal em relagdo Basal em relagéo aos Clados Il e

aos Clados Il e Il

Em um né mais
basal que M.
cloacale

Posicionado no
Clado lll mas mais

préoximo de M.
phocicerebrale

Mais terminal que

M. phocirhinis

Errado, sem clado
de M. opalescens

ser mais basal

Agrupado com M.

felis e M.
mustalae

Grupo irm&o mais
basal do clado de
M. gallinaceum e

M. verecundum

Basal em relacao a

M. edwardii

Em um né mais basal que M.
cloacale

Posicionado no Clado Ill mas
mais proximo de M.
phocicerebrale

Mais terminal que M.
phocirhinis

Errado, sem clado de M.
opalescens ser mais basal

Agrupado com M. felis e M.
mustalae

Grupo irm&o mais basal do clado
de M. gallinaceum e M.
verecundum

Basal em relagdo a M. edwardii

N° de ramos sem suporte que
podem impactar a topologia

6

5

6

81



Tabela A8: Descrigcdao das diferengas encontradas nas arvores de numero 13 a 16 em relagdo as arvores
filogenéticas inferidas por Gupta. Estdo descritas as diferengas topolégicas em relagdo ao posicionamento das
espécies, as quais estdo mapeadas em nods identificados conforme descrito no corpo do texto, quando possivel.
Posicionamentos em negrito representam nds com suporte inferior a 80%.

Método
Alinhamento

Arvore
Suporte < 80%
Suporte < 90%

Clustal completo

13
10
11

Distancia (MEGA)

Clustal aparado

14
9
13

PRANK completo

15
12
13

PRANK aparado

16
10
13

Bifurcag6es / OTU envolvida

B7 E C6 / Candidatus M.
haemolamae e Candidatus
M. haemominutum

D1 E E5/ M. imitans e M.
gallisepticum

G4 / Ordem clado IlI>1I>1

F4 | M. mobile

H4 | M. arthritidis

M8 / M. arginini

R8,S9E T2/ M.
mucosicanis

03/ Topologia no primeiro
clado dentro do grupo
Hominis

U4, WS E X4/ M.
verecundum e M.
nasistruthionis

N/A | M. synoviae

N/A | M. canis

Candidatus M.
haemominutum mais
basal

Em ramo mais terminal
que M. genitallium e M.
pneumoniae

HI>11>1, mas com
muitas alteragées
topologicas internas
no clado Il

Basal em relagdo ao
Clado Il

Em um n6 mais basal
que M. cloacale. Com
muitas alteragdes
topologicas internas no
clado Ill

Posicionado no Clado Il
agrupado com M.
canadense

Mais terminal que M.
phocirhinis.

Correto, com clado de
M. opalescens
posicionado mais
basalmente

Agrupado com M.
buteonis e M.
glycophilum

Grupo irmao mais basal
de M. crocodyli e M.
alligatoris

Agrupado com M.
edwardii

Candidatus M.
haemominutum
mais basal

Em ramo mais

terminal que M.

genitallium e M.
pneumoniae

1I>1I>1, mas com
muitas alteracdes
topolégicas
internas no clado
[l

Basal em relagéo
ao Clado Il

Em um né mais
basal que M.
cloacale. Com
muitas alteragdes
topologicas
internas no clado
]

Posicionado no
Clado Ill agrupado
com M. canadense

Mais terminal que
M. phocirhinis

Errado, com clado
de M. gallinarum
mais basal

Agrupado com M.
buteonis e M.
glycophilum
Grupo irmao mais
basal de M.

crocodyli e M.
alligatoris

Agrupado com M.
edwardii

Candidatus M.
haemominutum
mais basal

Em ramo mais

terminal que M.

genitallium e M.
pneumoniae

HI>11>1, mas com
muitas alteragoes
topologicas

internas no clado lll

Basal em relagédo aos

Clados Il e llI

Em um né mais basal

que M. cloacale.
Com muitas
alteragbes
topologicas internas
no clado Ill

Posicionado no
Clado Il agrupado
com M. canadense

Mais terminal que
M. phocirhinis

Correto, com clado
de M. opalescens
posicionado mais

basalmente

Agrupado com M.
buteonis e M.
glycophilum

Grupo irmao mais

basal de M. crocodyli

e M. alligatoris

Agrupado com M.
edwardii

Candidatus M.
haemominutum mais basal

Em ramo mais terminal que M.
genitallium e M. pneumoniae

1I>1I>1, mas com muitas
alteragoes topolégicas
internas no clado lll

Basal em relagao ao Clado Il

Em um né mais basal que M.
cloacale. Com muitas alteragdes
topologicas internas no clado Il

Posicionado no Clado IlI
agrupado com M. canadense

Basal em relagdo ao clado (4
OTUs)

Correto, com clado de M.
opalescens posicionado mais
basalmente

Agrupado com M. buteonis e
M. glycophilum

Grupo irmao mais basal de M.
crocodyli e M. alligatoris

Agrupado com M. edwardii

N° de ramos sem suporte
que podem impactar a
topologia

82



APENDICE 5

Tree scale: 1 |

Grupo Pneumoniae

bootstrap

o 34

o 455 Alinhador Alinhamento Distancia - MEGA IB - Mr. Bayes ML - PhyML (SH) ML - RAxML

o 57 Clustal Completo ® o [ )
Omega Aparado ) o [

O 68.49 Completo N/A
PRANK A pd : o

O 79.99 parado N/A

Figura A21. Detalhes adicionais de suporte das 16 arvores filogenéticas analisadas. A topologia
apresentada é referente a arvore filogenética de numero 3. Cada circulo colorido representa uma
bifurcagdo que obteve suporte inferior a 80% em no minimo uma arvore filogenética. No total estdo
posicionados 113 circulos coloridos de acordo com metodologia utilizada (esquematizadas na tabela
inferior). As bifurcagbes sem circulo apresentaram suporte acima de 80% em todas as arvores
filogenéticas. Os circulos estdo em escala de bootstrap.

83



