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RESUMO

LIMA DE SANTANA, LENON, Bacharel em Biologia, Universidade Federal do Reconcavo
da Bahia, fevereiro de 2016. Evolucéo das FtsHs do Filo Cyanobacteria. Orientador: Phellippe
Arthur Santos Marbach.

Palavras-chave: Evolucdo de proteina, ortologos, Fotossintese, HfIB, analise genémica

Introducdo. Espécies do Filo Cyanobacteria possuem duas ou mais copias do gene que
codifica a FtsH (filamentation temperature sensitive). Estas proteinas estdo envolvidas com o
metabolismo fotossintético e estudos anteriores mostraram que elas sao filogeneticamente e
funcionalmente relacionada com as FtsHs plastidiais. Apesar da sua importancia, a historia
evolutiva das FtsHs de cianobactérias ainda deve ser elucidada.

Objetivo geral. Compreender as relagGes evolutivas entre as FtsHs codificadas nos genomas
das cianobactérias.

Métodos. As relagbes filogenéticas entre as FtsHs codificadas em 66 genomas de
cianobactérias completamente sequenciados disponiveis no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) foram investigadas usando a filogenia molecular, genémica
comparativa e construcdo de redes complexas a partir da matriz de identidade de proteinas,
um método recentemente desenvolvido para fazer inferéncias filogenéticas.

Resultados. O numero de cdpias de genes que codificam FtsH nos genomas de cianobactérias
analisados variou de duas a nove cépias. Os resultados apresentados neste trabalho indicam
que existem pelo menos sete paralogos da FtsH nas cianobactérias. Os paralogos FtsHch1A,
FtsHcb1B e FtsHch1C derivam de uma FtsH ancestral oriunda de um evento de transferéncia
horizontal (THG) de genes no ancestral das cianobactérias, em contraste com os paralogos
FtsHch2A, FtsHcbh2B, FtsHcb3 e FtsHcb4, que derivam de eventos de duplicacdo génica da
FtsH nativa do ancestral das cianobactérias. Os genes que codificam FtsHcb2A, FtsHcb2B e
FtsHcbh3 estdo amplamente distribuidas nos genomas das cianobactérias, contudo, a FtsHcb3 é
0 Unico pardlogo que esta presente em todos 0os genomas de cianobactérias analisados. Foi
observado uma coocorréncia de genes que codificam as FtsHcb1C, FtsHcb2A, FtsHch3 e
FtsHcb4, isto pode indicar algum tipo de interacdo funcional entre estes paralogos. A FtsHcb3
é o pardlogo mais conservado, em contraste com a FtsHcb4. Os paralogos da FTsHcb4
codificados nos genomas de cepas de Prochlorococcus marinus possuem um motivo de
ligacdo a zinco atipico, NEVGR, ndo descrito ainda para FtsHs, o que sugere uma divergéncia
funcional deste paralogo nesta espécie.

Conclusdo. Os resultados apresentados aqui mostram que ambos, a THG e eventos de
duplicacdo génica, modelaram a diversidade das FtsHs no Filo Cyanobacteria.
Adicionalmente, estes resultados mostram que redes complexas obtidas a partir da matriz de
identidade de genes e proteinas sdo ferramentas Uteis na defini¢do das relacdes de homologia
entre genes ou proteinas.
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ABSTRACT

LIMA DE SANTANA, LENON, Bacharel em Biologia, Universidade Federal do Reconcavo
da Bahia, fevereiro de 2016. Evolution of the FtsH from phylum Cyanobacteria. Advisor:
Phellippe Arthur Santos Marbach.

Key-words: protein evolution, orthologous, photosynthesis, HfIB, genomic analysis

Introduction. Species of the Phylum Cyanobacteria possessing two or more copies of genes
encoding FtsH (filamentation temperature sensitive). These proteins are involved in
photosynthetic metabolism and previous studies showed that they are phylogenetically and
functionally related to plastidial FtsHs. Despite its importance, the evolutionary history of
cyanobacteria FtsHs remain to be elucidated.

General objective. Understanding the evolutionary relationships between FtsHs encoded in
the genomes of cyanobacteria.

Methods. Phylogenetic relationships between FtsHs encoded in 66 completely sequenced
cyanobacterial genomes available at NCBI (National Center for Biotechnology Information)
they were investigated using molecular phylogeny, comparative genomics and construction of
complex networks from the identity matrix proteins, a method recently developed to make
phylogenetic inferences.

Results. The number of gene copies encoding the cyanobacterial FtsH genomes examined
varies from two to nine copies. The results presented here indicate that there are at least seven
paralogs of FtsH in cyanobacteria. The paralogous FtsHcblA, FtsHcb1lB and FtsHcb1C
derive from an ancestral FtsH originating from a horizontal transfer event (THG) genes in the
ancestor of cyanobacteria, in contrast to the paralogous FtsHcb2A, FtsHcbh2B, FtsHcbh3 and
FtsHcb4, that derive from gene duplication events of native ancestral FtsH of cyanobacteria.
The genes encoding FtsHcb2A, FtsHch2B and FtsHcb3 are widely distributed in the
cyanobacterial genomes, however, FtsHcb3 is the only paralogue that is present in all the
genomes analyzed. It was observed a co-occurrence of genes encoding FtsHcb1C, FtsHch2A,
FtsHcb3 and FtsHcb4, this may indicate some sort of functional interaction between these
paralogous. The FtsHcb3 is the most conserved paralogue, in contrast to FtsHcbh4. The
paralogous of FtsHcb4 encoded in Prochlorococcus marinus genomes have an atypical zinc-
binding motif, NEVGR, it was not described yet for FtsH, suggesting a functional divergence
of the paralogue in this species.

Conclusion. The results presented here show that both THG and gene duplication events have
shaped the diversity of FtsHs in Filo Cyanobacteria. Additionally, these results show that
complex networks obtained from the identity matrix genes and proteins are useful tools in
defining the homology relationships between genes or proteins.
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[Artigo a ser submetido a publicacdo no periodico Biology Direct (ISSN 1745-6150), 2016]

Uso de filogenia molecular, genémica comparativa e redes complexas para resolver
relacdes evolutivas entre FtsHs do Filo Cyanobacteria.

Lenon Lima de Santana, Dennifier Costa Brandao Cruz, Daniel Santana de Carvalho, Roberto
Fernandes Silva Andrade, Charbel Nind El-Hani, Phellippe Arthur Santos Marbach

Introducdo. Espécies do Filo Cyanobacteria possuem duas ou mais copias do gene que
codifica a FtsH (filamentation temperature sensitive). Estas proteinas estdo envolvidas com o
metabolismo fotossintético e estudos anteriores mostraram que elas séo filogeneticamente e
funcionalmente relacionada com as FtsHs plastidiais. Apesar da sua importancia, a historia
evolutiva das FtsHs de cianobactérias ainda deve ser elucidada.

Objetivo geral. Compreender as relacGes evolutivas entre as FtsHs codificadas nos genomas
das cianobactérias.

Métodos. As relagbes filogenéticas entre as FtsHs codificadas em 66 genomas de
cianobactérias completamente sequenciados disponiveis no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) foram investigadas usando a filogenia molecular, genémica
comparativa e construcdo de redes complexas a partir da matriz de identidade de proteinas,
um método recentemente desenvolvido para fazer inferéncias filogenéticas.

Resultados. O numero de cdpias de genes que codificam FtsH nos genomas de cianobactérias
analisados variou de duas a nove cépias. Os resultados apresentados neste trabalho indicam
que existem pelo menos sete paralogos da FtsH nas cianobactérias. Os paralogos FtsHch1A,
FtsHcb1B e FtsHch1C derivam de uma FtsH ancestral oriunda de um evento de transferéncia
horizontal (THG) de genes no ancestral das cianobactérias, em contraste com os paralogos
FtsHch2A, FtsHcbh2B, FtsHcb3 e FtsHcb4, que derivam de eventos de duplicacdo génica da
FtsH nativa do ancestral das cianobactérias. Os genes que codificam FtsHcb2A, FtsHcb2B e
FtsHcbh3 estdo amplamente distribuidas nos genomas das cianobactérias, contudo, a FtsHcb3 é
0 Unico pardlogo que esta presente em todos 0os genomas de cianobactérias analisados. Foi
observado uma coocorréncia de genes que codificam as FtsHcbh1C, FtsHcb2A, FtsHch3 e
FtsHcb4, isto pode indicar algum tipo de interacdo funcional entre estes paralogos. A FtsHcb3
é o pardlogo mais conservado, em contraste com a FtsHcb4. Os paralogos da FTsHcb4
codificados nos genomas de cepas de Prochlorococcus marinus possuem um motivo de
ligagdo a zinco atipico, NEVGR, ndo descrito ainda para FtsHs, o que sugere uma divergéncia
funcional deste paralogo nesta espécie.

Conclusdo. Os resultados apresentados aqui mostram que ambos, a THG e eventos de
duplicacdo génica, modelaram a diversidade das FtsHs no Filo Cyanobacteria.
Adicionalmente, estes resultados mostram que redes complexas obtidas a partir da matriz de
identidade de genes e proteinas sdo ferramentas Uteis na defini¢do das relacdes de homologia
entre genes ou proteinas.

Palavras-chave: Evolucao de proteina, ortélogos, Fotossintese, HfIB, analise genémica,
paralogos.



Using of molecular phylogeny, comparative genomics and complex networks to resolve
evolutionary relationship between FtsHs of the Phylum Cyanobacteria.

Abstract

Introduction. Species of the Phylum Cyanobacteria possessing two or more copies of genes
encoding FtsH (filamentation temperature sensitive). These proteins are involved in
photosynthetic metabolism and previous studies showed that they are phylogenetically and
functionally related to plastidial FtsHs. Despite its importance, the evolutionary history of
cyanobacteria FtsHs remain to be elucidated.

General objective. Understanding the evolutionary relationships between FtsHs encoded in
the genomes of cyanobacteria.

Methods. Phylogenetic relationships between FtsHs encoded in 66 completely sequenced
cyanobacterial genomes available at NCBI (National Center for Biotechnology Information)
they were investigated using molecular phylogeny, comparative genomics and construction of
complex networks from the identity matrix proteins, a method recently developed to make
phylogenetic inferences.

Results. The number of gene copies encoding the cyanobacterial FtsH genomes examined
varies from two to nine copies. The results presented here indicate that there are at least seven
paralogs of FtsH in cyanobacteria. The paralogous FtsHcblA, FtsHch1B and FtsHcbl1C
derive from an ancestral FtsH originating from a horizontal transfer event (THG) genes in the
ancestor of cyanobacteria, in contrast to the paralogous FtsHcb2A, FtsHcbh2B, FtsHcb3 and
FtsHcb4, that derive from gene duplication events of native ancestral FtsH of cyanobacteria.
The genes encoding FtsHcb2A, FtsHch2B and FtsHcb3 are widely distributed in the
cyanobacterial genomes, however, FtsHcb3 is the only paralogue that is present in all the
genomes analyzed. It was observed a co-occurrence of genes encoding FtsHcb1C, FtsHch2A,
FtsHcb3 and FtsHcb4, this may indicate some sort of functional interaction between these
paralogous. The FtsHcb3 is the most conserved paralogue, in contrast to FtsHcbh4. The
paralogous of FtsHcb4 encoded in Prochlorococcus marinus genomes have an atypical zinc-
binding motif, NEVGR, it was not described yet for FtsH, suggesting a functional divergence
of the paralogue in this species.

Conclusion. The results presented here show that both THG and gene duplication events have
shaped the diversity of FtsHs in Filo Cyanobacteria. Additionally, these results show that
complex networks obtained from the identity matrix genes and proteins are useful tools in
defining the homology relationships between genes or proteins.

Key-words: protein evolution, orthologous, photosynthesis, HfIB, genomic analysis,
paralogous.



INTRODUCAO

A FtsH é uma metaloprotease de membrana dependente de ATP que pertence a
Familia AAA (ATPases Associadas a diversas Atividades celulares). Os membros dessa
familia possuem o dominio AAA que contém os motivos conservados Walker A, Walker B e
SRH (Second Region of Homology) [1]. O motivo Walker A possui um residuo de lisina que
interage com um nucleotideo trifosfatado, normalmente o ATP ou GTP, e tem como
caracteristica o padrdo GxxxxGK (T/S). O Walker B consiste em dois residuos de acidos
precedidos por quatro residuos hidrofobicos uuuu (D/E) (D/E) [2].

A FtsH foi caracterizada inicialmente em um mutante fts (Filamentation temperature
sensitive) de Escherichia coli. Mutantes fts formam filamentos celulares em altas
temperaturas [3]. Ela possui na regido N-terminal um ou dois segmentos transmembrana e o
dominio AAA e, na regido C-terminal, o0 dominio protedsico M41 peptidase, com 0 motivo de

ligagéo de zinco HExxH [4, 5].

A FtsH ¢é usada como assinatura molecular em estudos sobre relagdes filogenéticas
entre taxas bacterianos devido a sua ampla distribuicdo nas espécies desse Dominio [6, 7].
Esta proteina também € encontrada em eucariotos, e analises filogenéticas indicam que elas
sdo oriundas de eventos de transferéncia horizontal de genes (THG) entre os endossimbiontes
que originaram as mitocdndrias e os plastideos e a célula eucarionte primitiva [8]. Até o
momento, ndo foram encontrados genes que codificam FtsH em espécies do Dominio Archaea

[9].

A estrutura quaternaria das FtsHs é hexamérica e pode ser composta pelas mesmas
subunidades ou subunidades diferentes, formando um homo ou hetero-hexamero,
respectivamente [10, 11, 12, 13, 14]. Em geral, as FtsHs sdo proteinas essenciais e destacam-
se por serem as Unicas proteinas de membrana conhecidas que possuem atividades de
chaperona e de protease, as demais proteinas conhecidas que desempenham ambas funcGes
sdo citosdlicas [15]. Elas estdo envolvidas em diversas atividades celulares como resposta ao
estresse, divisdo e diferenciacédo celular, fotossintese, degradacdo de fatores transcricionais e

no controle da biossintese de lipidios de membrana [1, 16].

A maioria das espécies procarioticas cuja FtsH foi caracterizada possui apenas uma
copia do gene que codifica esta proteina no genoma [17]. Entretanto existem excecfes, por

exemplo, Synechocystis sp. PCC 6803, que possui quatro FtsHs codificadas no seu genoma.
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Elas diferem quanto a localizacdo subcelular e desempenham fungdes relacionadas com a
fotossintese oxigénica [18, 19, 20, 21, 22, 23, 24]. As FtsHs plastidiais estdo envolvidas na
génese dos plastideos e fotossintese. Além disso, andlises evolutivas indicam que elas foram
adquiridas por eventos de transferéncia horizontal da cianobactéria ancestral endossinbionte

que originou os plastideos [9, 25, 26].

Analises de gendmica comparativa realizadas previamente (dados ndo mostrados)
revelaram que ter maltiplas copias de genes que codificam FtsH no genoma ndo é uma
caracteristica apenas de Synechocystis sp. PCC 6803. Isto parece ser uma caracteristica das
especies do Filo Cyanobacteria, apesar do numero de cdpias por genoma ser variavel entre as

espeécies analisadas (dados ndo mostrados).

A maioria das FtsHs de Synechocystis sp. PCC 6803 esta funcionalmente relacionada
com a fotossintese oxigénica, uma invencdo evolutiva desse grupo de bactérias que modelou a
vida na terra no passado. Portanto, o conhecimento sobre a evolugdo das FtsHs deste filo
bacteriano pode ajudar a expandir o conhecimento sobre a evolugdo desse metabolismo
fotossintético. A elucidacdo da historia evolutiva das FtsHs de cianobactérias ajudaria a
definir os eventuais grupos de ortélogos, pardlogos e xenologos das FtsHs deste filo

bacteriano [27].

Genes ortologos tendem a ser funcionalmente relacionados, portanto, esse
conhecimento ¢ valioso do ponto de vista evolutivo e aplicado. Por exemplo, permitiria inferir
quais FtsHs codificadas nos genomas sequenciados de cianobactérias podem ser
funcionalmente relacionadas com as FtsHs de Synechocystis sp. PCC 6803. Esta informacéo é
util para uma anotacdo mais acurada das FtsHs codificadas nos genomas sequenciados das
espécies desse filo bacteriano.

Infelizmente, as relagdes evolutivas entre as FtsHs codificadas nos genomas das
cianobactérias ainda ndo foram elucidadas e isso pode ser uma tarefa dificil por dois motivos.
Primeiro por que as relagbes evolutivas entre os filos bacterianos ainda ndo foram
completamente resolvidas e, segundo, por que ainda ndo é conhecida a extensdo da influéncia
da THG na diversidade das FtsHs codificadas nos genomas bacterianos. Isso dificulta a
escolha de modo ndo arbitrario um grupo taxondmico bacteriano cujas FtsHs possam ser

usadas como grupo externo na filogenia molecular das FtsHs do Filo Cyanobacteria.



Recentemente Andrade et al. [28] propuseram um novo método para inferir sobre
relacfes evolutivas entre proteinas usando redes complexas construidas a partir da matriz de
identidade das proteinas. Redes complexas sdo conjuntos de grafos constituidos por nds
conectados por arestas em que 0s nds representam 0s objetos em estudo e as arestas as
relacBes entre eles. Essa abordagem é utilizada para definir relagdes entre objetos de estudos
variados, indo desde relacGes sociais até estudos de relacbes bioldgicas [29]. Nas redes
complexas obtidas a partir da matriz de identidade das proteinas os nds representam as

proteinas e as arestas a identidade entre elas.

Este método de inferéncia filogenética possui baixo custo computacional e representa
relacBes evolutivas coerentes [28, 30]. Carvalho et al. [30] usaram essa abordagem para
inferir sobre a origem evolutiva das mitocondrias, usando redes complexas geradas a partir da
matriz de identidade de subunidades da ATP sintase de eucariotos e seus homdlogos de
espécies da Classe Alphaproteobacteria. O modo como as redes complexas sdo estruturadas
indica que elas também podem ser Uteis para definir relacdes de homologia entre genes e

proteinas, porém o seu potencial para isso ainda ndo foi explorado.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi inferir sobre a historia evolutiva das
FtsHs do Filo Cyanobacteria. Para atingir este objetivo foram realizadas analises genémicas,
filogenia molecular, analises de redes complexas e analises da estrutura primaria das FtsHs de
cianobactérias. Em conjunto, estes resultados permitiram elucidar eventos evolutivos que

modelaram a evolucdo das FtsHs no Filo Cyanobacteria.



MATERIAL E METODOS

Busca por genes que codificam a FtsH nos genomas procarioticos

Inicialmente foi criada uma lista das espécies com genomas completamente
sequenciados até janeiro de 2015, disponiveis na base de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Cepas identificadas apenas em nivel de género foram
consideradas como espécies. Posteriormente, foram feitas buscas por genes que codificam
homdlogos da FtsH nos genomas dessas espécies utilizando os algoritmos BLASTP e
TBLASTN, e a sequéncia de aminoacidos da FtsH de Escherichia coli (Gl: 146028) como
query. Nas analises com o TBLASTN foram usados os parametros de pontuacdo padrdo do

programa e nas analises com o BLASTP foi usada a matriz de substituicdo BLOSUMG62.

Durante as andlises com o BLASTP e TBLASTN foram recuperadas todas as
sequéncias que possuissem o dominio AAA com os motivos Walker A, Walker B e SHR e 0
dominio protedsico M41 peptidase. Esta andlise foi feita em cada genoma, individualmente,
para evitar qualquer erro como recuperar sequéncias oriundas de diferentes anotagbes do
mesmo gene. Durante as buscas realizadas com BLASTP e TBLASN também foi registrado o
numero de copias de genes codificando homdlogos da FtsH em cada genoma analisado. Essa
informac&o foi utilizada, posteriormente, para analisar a distribuicdo taxondémica do numero

de cdpias dos genes que codificam FtsH nos genomas bacterianos.

Obtencao e edicao dos alinhamentos multiplos

O alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos foi feito no GUIDANCE
SERVER [31], com o algoritmo MAFFT, e os parametros padrfes do programa.
Posteriormente, o alinhamento multiplo de nucleotideos foi traduzido para aminoacidos e

corrigido manualmente no programa MEGA 6.06 [32].

Analises filogenéticas

O programa MEGA 6.06 [32] foi usado para realizar a escolha do melhor modelo
evolutivo e da matriz de substituicdo empregados nas analises filogenéticas. Foram escolhidos
modelos e matrizes de substituicho com menor valor de escore BIC (Bayesian Information
Criterion) e AICc (Akaike Information Criterion, corrected). Todas as analises filogenéticas
foram realizadas no programa MEGA 6.06 com posi¢des ndo ambiguas dos alinhamentos
multiplos das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos das FtsHs usando o método da

méaxima verossimilhanca. A confiabilidade da topologia das arvores obtidas foi avaliada
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usando o método de bootstrap, com 1000 reamostragens, e 0 método heuristico Nearest-
Neighbor-Interchange foi usado na busca pela arvore filogenética mais verossimil. Todas as
arvores filogenéticas obtidas foram visualizadas no programa Archaeopterix [33].

Busca por indels e motivos conservados nas sequéncias de aminoacidos das FtsHs

As sequéncias do alinhamento mdltiplo das FtsHs de cianobactérias foram reordenadas
de acordo com a topologia dos clados da arvore filogenética ndo enraizada obtida com esse
alinhamento mdaltiplo. Em seguida, esse alinhamento multiplo foi usado para realizar buscas
por indels e motivos compartilhados pelas FtsHs de cada grupo filogenético definido nas

analises filogenéticas.

Calculo das matrizes de identidades das FtsHs de cianobactéria

Inicialmente, foi calculada a matriz par a par de distancia p a partir dos alinhamentos
multiplo das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos das FtsH de cianobactérias no
programa MEGA 6.06. A distancia p é baseada na proporcdo de posi¢cbes em que duas
sequéncias diferem. As matrizes de distancia genética foram convertidas em matrizes de

identidades usando a formula:

IDgj) = 1 — DGgj) x 100; em que IDg;j) € a identidade entre as sequéncias i € j, DGgj é a
distancia genética entre as sequéncias i e j e o valor de identidade obtido é expresso em

porcentagem.

Construcao das redes complexas das FtsHs de cianobactérias

Depois de gerar uma matriz de identidade simétrica, foi construido um conjunto de
redes de acordo com o parametro o, chamado de limiar de similaridade, em que cada no
representa uma sequéncia do conjunto de dados, enquanto as arestas sdo baseadas nos indices
de semelhanca entre todos os pares de sequéncias. Para um dado valor de g, dois nés da rede
(por exemplo, i e j) foram ligados por uma aresta apenas quando as sequéncias
correspondentes possuiam um indice de semelhanga maior do que um limiar de identidade
critico o Sjj. Estas ligacOes foram representadas por uma matriz de adjacéncia M (o) de tal
modo que os elementos de matriz M;; sdo 1 ou O dependendo se 0s nés i e j sdo ligados por
uma aresta (representando 1 na M (o)) ou nédo (representando 0 na M (o)). As redes foram

construidas para valores ¢ variando de 0 a 100% de identidade. Em seguida, as matrizes de
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vizinhanca (NM), indicadas pelo simbolo M (o), foram construidas para cada M (o) [28, 29].

As matrizes M (o) foram utilizadas para calcular a distancia de rede de &o,0+40) entre os 101

pares de redes sucessivas (i.e.,40=1). Aqui, a funcéo ¢ ¢ definida para quaisquer duas redes «

e 4 com o mesmo nimero N de nds, respectivamente representadas pelas NM’s M («) e

M (f) , pela expresséo

N N
S@.f)=-327

1 ’ ?;If____:' (C{'} _ ?;If____:' (}8} ]1
N TE\ D@ DB )

em que D indica o didmetro da rede, a maior distancia minima entre dois n6s da rede [30].

Este procedimento revela, pela presenca de picos, os valores de ¢ no qual a rede sofre
uma mudanca estrutural relevante. Em tais valores, uma suposta estrutura modular pode ser
identificada com a maior quantidade de informacGes relativas recuperaveis, as relagdes
evolutivas entre 0s organismos representadas no conjunto de dados. Para este estudo, 0s
resultados foram baseados principalmente na rede no valor ¢ max, correspondente ao valor de
o para 0s quais &o,0+40) atinge o seu maior valor, porque neste valor sera formada a

estrutura modular mais informativa para o desenvolvimento do trabalho [34].

Para se obter um melhor entendimento da estrutura modular da rede, é importante
investigar as redes geradas para valores ¢ imediatamente antes de omax, POIS essas estruturas
podem ser bem informativas, bem como as redes associadas a outros picos significativos de o.
As redes foram visualizadas com a ajuda do pacote GePhi [35]. Os valores de similaridade
sdo analisados préximos ao pico critico, pois valores muito baixos podem ndo revelar
estrutura modular e valores muito altos podem formar redes com pouca interagdo entre os nés,

tornando-se pouco informativo.

Conservacdao dos grupos de FtsHs ortologas das cianobactérias

A conservagdo dos grupos de FtsHs de cianobactérias foi analisada calculando a
identidade média entre as sequéncias de FtsHs ortdlogas e entre os grupos de FtsHs paralogas
definidos previamente nas analises evolutivas. Os valores de identidades usados nesta analise
foram obtidos conforme a metodologia descrita anteriormente para o calculo da matriz de

identidade. A identidade média entre as sequéncias de FtsHs ortélogas foi calculada a partir
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das identidades entre todos os pares de sequéncias de cada grupo de FtsHs ortologas. A
identidade média entre cada dois grupos de pardlogos foi calculada a partir apenas das
identidades entre os pares de sequéncias paralogas.

Obtenc¢do dos LOGOS dos motivos das FtsHs ortélogas

O programa WEB LOGO foi utilizado para analisar os padrdes e a conservacdo dos
aminoacidos nos motivos das FtsHs de cianobactéria. As sequéncias logo representam
graficamente a frequéncia de nucleotideos ou de aminoécidos em um determinado sitio do
alinhamento mdltiplo. Essa frequéncia varia numa escala de 0 a 4, em que 0 4 representa
100% de frequéncia.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram recuperadas sequéncias de nucleotideos de 267 homologos da ftsH em 66
genomas completamente sequenciados de 55 espécies do Filo Cyanobacteria, que representam
seis ordens do filo. O nimero de copias de genes que codificam FtsH nos genomas de
especies do Filo Cyanobacteria analisados variou de duas, no genoma de Synechococcus sp.
JA-2-3B’a (2-13), a nove colpias encontradas no genoma de Acaryochloris marina
MBIC11017, porém a maioria das espécies analisadas possui quatro cOpias do gene que
codifica FtsH no genoma (Figura 1).

A FtsH é uma protease com atividade de chaperona que fica ancorada em membranas.
[15]. Em eucariotos existem varias isoformas de FtsHs mitocondriais e plastidiais que diferem
guanto ao sub-compartimento organelar em que estdo presentes. Por exemplo, os dominios
ATPa&sicos e protedliticos da FtsH mitocondrial YMEL estdo localizados no espaco inter-
membrana enquanto que os dominios ATPasicos e prote6liticos da YTA10 e YTA 11 estdo
localizados na matriz mitocondrial [10]. Além disso, YTA10 e YTA1l formam estruturas

quaternarias homohexaméricas ou heterohexaméricas [11].

As endomembranas presentes no citoplasma de Synechocystis sp. PCC 6803 néo
possuem comunicacdo com a membrana plasmatica e formam saculos analogos aos tilacoides
plastidiais [36, 37]. Portanto, em contraste com a maioria dos organismos procarioticos
conhecidos, as cianobactérias possuem locais e/ou compartimentos sub-celulares adicionais,
como o limem dos tilacoides. Logo, uma provavel explicacdo para a existéncia de multiplas
copias de FtsH codificadas nos genomas das cianobactérias € que elas desempenham suas
fungdes nos diferentes locais e/ou compartimentos sub-celulares diferentes, formando
estruturas quaternarias homo ou heteroxaméricas. Esta hipOtese é congruente com 0s

resultados obtidos por Boehm et al. [14] e Barker et al. [38].
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Figura 1. Namero de copias de ftsH em espécies do Filo Cyanobacteria. Todas as espécies
de cianobactérias analisadas possuem mais de uma copia do gene que codifica essa proteina e
a maioria possui quatro copias de ftsH no genoma. Os niUmeros acima das barras representam
0 numero de géneros (barras cinza) e espécies (barras amarela).

A arvore filogenética de maxima verossimilhanca ndo enraizada obtida a partir do
alinhamento mdltiplo das sequéncias de nucleotideos das FtsHs de cianobactéria possui quatro
grupos filogeneticamente distintos nomeados FtsHcbl, FtsHcb2, FtsHcb3, FtsHcb4, todos
com bootstrap igual ou superior a 95 (Figura 2A). A mesma topologia foi observada na arvore
filogenética obtida com as sequéncias de nucleotideos das FtsHs, com suporte estatistico

similar (dados ndo mostrados).

Nestas analises ndo foram incluidas duas sequéncias de FtsH pertencentes as espécies
Gloeobacter violaceus e Gloeobacter kilaueensis (Gls 37522218 e 554638140) para evitar
eventuais vieses nas analises filogenéticas, como atracdo de ramos longos, devido a alta
divergéncia destas sequéncias de Gloeobacter em relacdo as demais sequéncia de FtsH usadas

no trabalho.
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Figura 2. Resultados da arvore filogenética e da abordagem de redes complexas para
inferir grupos de ortdlogos da FtsH em cianobactérias. A. Arvore filogenética ndo
enraizada da FtsH de cianobactérias contendo apenas espécies com genoma completamente
sequenciado, obtida através do método da Maxima Verossimilhanga com o modelo LG+ I'+l
e 1000 repeticdes de bootstrap. B. Representacdo da analise de redes complexas utilizando
sequéncias das FtsHs de cianobactérias com pico critico em 66% de identidade; as cores
indicam os diferentes clados formados na arvore filogenética (Figura 2A), FtsHcbl: verde;
FtsHcb2: violeta; FtsHcb3: vermelho; e FtsHcb4: azul.
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A arvore filogenética da figura 2A ndo estd enraizada, logo, ndo é possivel inferir
sobre a origem e relagdes evolutivas entre os grupos FtsHcbl, FtsHcb2, FtsHcbh3, FtsHcb4,
por exemplo, se eles sdo grupos de genes ortdlogos, paralogos ou se sdo oriundos de eventos
de transferéncia horizontal de genes (THG). Definir relacdes de homologia entre genes é um
passo importante ndo apenas para a compreensdo da histéria evolutiva génica, este
conhecimento é uma ferramenta Util na anotacdo funcional de genes em genomas

sequenciados [39].

Enraizar de modo néo arbitrério arvores filogenéticas de genes cuja histdria evolutiva
ndo é conhecida pode ser uma missédo dificil, pois em principio nao é possivel definir qual
gene ou grupo de genes é basal, isto é, divergiu primeiro em relacdo aos demais genes. Optar
por enraizar a arvore filogenética no ponto médio, além de ser arbitrario, pode produzir uma
arvore filogenética incongruente com a historia evolutiva génica devido a vieses como atragdo

de ramos longos (ARL) e transferéncia horizontal de genes [40, 41].

Andrade et al. propuseram um novo método para identificar comunidades em redes
complexas construidas a partir da matriz de similaridade entre sequéncias de proteinas e usar
esta informacdo para fazer inferéncias filogenéticas [29]. Esta abordagem para inferir sobre a
origem das mitocondrias usando redes complexas geradas a partir da matriz de similaridade
de trés subunidades de ATP sintase eucaridtica (4, 6 e 9) e seus respectivos homologos

bacterianos (b, a e ¢) [30].

Esta nova abordagem para inferir relaces filogenéticas implica que as proteinas que
estio em uma comunidade de uma rede complexa devem ser mais relacionadas
filogeneticamente entre si do que com proteinas que estdo em outra comunidade. Entdo, as
comunidades de uma rede complexa obtida a partir de uma matriz de identidade de um grupo
de proteinas que contém ort6logos, pardlogos e xenologos devem reproduzir a historia

evolutiva dessas proteinas.

Para testar essa hipotese foi obtida uma rede complexa a partir da matriz de identidade
das sequéncias de aminoacidos das FtsHs de cianobactérias incluidas na analise filogenética
da figura 2. A rede complexa obtida possui duas comunidades principais (Figura 2B). A
primeira comunidade é formada por todas as sequéncias dos grupos FtsHcb2, FtsHcb3 e por 9
das 18 sequéncias do grupo FtsHcb4, enquanto que a segunda comunidade é formada por

todas as sequéncias do grupo FtsHcbl. As demais comunidades obtidas sdo constituidas por
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proteinas altamente divergentes do grupo FtsHcb4 (Figura 2A) e ndo possuem conexdes com

as outras comunidades descritas acima (Figura 2B).

A atracdo de ramos longos (ARL) é um viés metodologico em que linhagens muito
divergentes em relacdo as demais linhagens incluidas na analise filogenética formam um
clado basal na arvore filogenética. As linhagens formam esse clado ndo porque possuem uma
relacdo filogenética estreita, mas porque acumularam uma grande quantidade de modificacdes
em relagdo as demais linhagens incluidas na analise filogenética. Métodos de reconstrucéo
filogenética baseados em distancia genética, como o neighbor joining, sdo mais sensiveis a

ARL do que métodos probabilisticos, tais como o de maxima verossimilhanca [41].

A arvore filogenética das FtsHs de cianobactéria (Figura 2A) foi obtida pelo método
da maxima verossimilhanca. Por sua vez, a rede complexa foi construida a partir da matriz de
similaridade das sequéncias de aminoacidos das FtsHs, um tipo de informacgdo similar a
utilizada em analises filogenéticas realizadas pelo método de neighbor joining. Portanto, o
fato das FtsHs altamente divergentes do grupo FtsHcb4 (figura 2B) formarem comunidades
sem conexdao com a comunidade contendo as demais FtsHcb4 pode ser um viés semelhante ao
viés observado devido a ARL em arvores filogenéticas obtidas por métodos baseados em

distancia genética.

Os resultados da rede complexa e da filogenia molecular das FtsHs indicaram
que as sequéncias do grupo FtsHcbl sdo filogeneticamente distintas das demais FtsHs das
cianobactérias incluidas nas analises. Uma hipdtese que poderia explicar esses resultados é
que as FtsHcbl tiveram origem em um evento de transferéncia horizontal de genes que

ocorreu no ancestral das atuais cianobactérias.

Para testar essa hipotese foi realizada uma analise filogenética incluindo as FtsHs de
cianobactérias e as FtsHs recuperadas em 1294 genomas bacterianos completamente
sequenciados, incluindo as duas FtsHs altamente divergentes de Gloeobacter violaceus e

Gloeobacter kilaueensis. Estes genomas representam 25 Filos bacterianos.

Nesta analise filogenética, as FtsHs das cianobactérias ficam divididas em trés
grupos distintos. O primeiro grupo contém todas as FtsHs do grupo FtsHcbl e ¢é
filogeneticamente relacionado com as FtsHs de espécies do Filo Proteobacteria (Figura 3)
enquanto que segundo grupo contém todas as FtsHs dos grupos FtsHcb2, FtsHch3 e FtsHcb4.

As duas FtsHs altamente divergentes de Gloeobacter violaceus e Gloeobacter kilaueensis,
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formam um terceiro grupo e sdo filogeneticamente relacionadas com FtsHs de espécies do
Filo Actinobacteria (Figura 3). Estas FtsHs possuem alta taxa de divergéncia e foram

excluidas das anélises posteriores.

Cyanobacteria Proteobacte

FtsHcbl —

Spirochaetes N\

ria

Firmicutes

Actinobacteria

Cyanobacteria
FtsHcb2, FtsHcb3,
FtsHcbh4

Gloeobacter violaceus e
Gloeobacter kilaueensis

— |

0.05

Figura 3. Arvore filogenética ndo enraizada de FtsH bacterianas. Arvore filogenética
contendo 1703 FtsHs codificadas em 1294 genomas bacterianos completamente sequenciados
de espécies de 25 filos. Em verde o grupo que contém todas as FtsHs do grupo FtsHcbl; em
azul o grupo que contém todas as FtsHs dos grupos FtsHcb2, FtsHcb3 e FtsHcb4.

Os resultados apresentados acima sdo congruentes com a hipodtese de que as FtsHcbl
tem uma origem distinta das demais FtsHs das cianobactérias. Esta hipdtese foi formulada a
partir dos resultados da rede complexa obtida a partir da matriz de identidade das sequéncias
de aminodcidos das FtsHs. Isto mostra que essa nova abordagem para fazer inferéncias
filogenéticas pode ser usada para distinguir as relagdes de homologia entre genes ou
proteinas.
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A hipdtese para a origem da FtsHcb1 apresentada acima também é corroborada pelo
padrdo de indels destas proteinas. Indels sdo insercGes ou delegBes conservadas de
nucleotideos. A ocorréncia e principalmente a fixacdo de indels sdo eventos raros, de modo
que o compartilhamento de indels por genes ou proteinas indica relacdo de ancestralidade
comum entre eles. Portanto, os indels podem ser usados como assinaturas moleculares desde
em estudos taxondmicos até na identificagdo de isoformas de proteinas [42].

As FtsHcb1 compartilham um indel que ndo esta presente nas demais FtsHs (Figura
4A) enquanto que as FtsHcb2, FtsHcb3 e FtsHch4 compartilham um indel que ndo esta
presente nas FtsHcbl (Figura 4B) indicando que as FtsHs destes trés grupos sao
filogeneticamente relacionadas e distintas das FtsHcb1.

Considerando as evidéncias apresentadas acima para a origem das FtsHcbl, a arvore
filogenética das FtsHs de cianobactérias foi enraizada no ramo que conecta a FtsHcbl as
demais FtsHs das cianobactérias (Figura 5). De acordo com a topologia da arvore filogenética
enraizada, as FtsHcb2 e FtsHcb4 compartilham um ancestral comum enquanto que o grupo
das FtsHcb3 ¢ basal (Figura 5). Esta topologia é congruente com dois indels compartilhados
apenas pelas FtsHcb2 e FtsHcb4 (Figuras 4C-D), que indica que elas sdo filogeneticamente
mais relacionadas entre si.

Todas as espécies de cianobactérias analisadas possuem apenas uma cépia da FtsHcb3,
isto sugere que a funcdo dessa FtsH é conservada nas espécies desse filo bacteriano (Quadro
1). Contudo, algumas espécies possuem duas ou mais cépias das FtsHcbl e FtsHcb2 (Quadro
1). Para investigar a origem evolutiva destas copias foram realizadas novas analises de redes
complexas apenas com as FtsHcb1 e FtsHch2 bem como analisadas as relagdes evolutivas das
copias dessas isoformas codificadas no mesmo genoma (Figura 6 €7).
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—EB434398314ScyanosphaeraPCC743
FtsHeblC CB427702554CgracilePCC6307
CB148240025SspWH7803

—EB428202539Psp.PCC7327
FtsHcblB | CB218441183CspPCC7424
_§B166362932MaeruginosaNIE5843

—bB428304824CepipsammumPCC9333
FtsHcb1lA | CB434393020Gsp.PCC7428
CB298491599Nazollae0708

7bB427721097Csp.PCC7507
FtsHcb2Aa| CB218440251CspPCC7424
CB158335287AmarinaMBIC11017

~bB4343984llScyanosphaeraPCC743
FtsHcb2B| CB170077793SspPCC7002
CB427722244LspPCC7376

[CB148239452SspWH7803
FtsHcb4 | CB427702027CgracilePCC6307
CB157413381PmarinusstrMIT9215

—bB4283185970nigroviridisPCC7l
FtsHcb3| cB414076877Asp. 90
CB428778106Hsp.PCC7418
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FtsHcblB| CB218441183CspPCC7424
CB166362932MaeruginosaNIES843

—&B428304824CepipsammumPCC9333
FtsHcblA | CB434393020Gsp.PCC7428
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FtsHeb2B| CB1700777935spPCC7002
CB427722244LspPCC7376

CB148239452S5spWH7803

FtsHcb4 |CB427702027CgracilePCC6307
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Figura 4. Padrdes de indels das diferentes isoformas de FtsH de cianobactérias.
Diferentes regides do alinhamento indicando indels, compartilhados entre grupos de
paralogos. O simbolo (*) significa residuo de aminoacido conservado em todas as sequéncias.
A numeracao acima dos aminoéacidos indica a posi¢do do aminoacido na sequéncia referéncia
ao longo estrutura primaria da FtsH. As figuras de A a F representam os sitios do alinhamento
multiplo em que é possivel perceber as diferencas entre as FtsHSs.
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Figura 5. Arvore filogenética enraizada das FtsHs do Filo Cyanobacteria. A arvore foi
obtida através do método da Maxima Verossimilhanca usando o modelo LG+ I +I e com
1000 repeticdes de bootstrap. O enraizamento foi feito utilizando a FtsHcb1l como grupo
externo.
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A maioria das espécies de cianobactéria analisadas possuem apenas uma copia no
clado FtsHcbl e dez espécies ndo possuem nenhuma FtsH neste clado (Figura 6A e Quadro
1). Contudo, doze espécies possuem duas ou mais copias da FtsHcb1, que estdo distribuidas
nos subclados FtsHcb1lA, FtsHcblB e FtsHcblC, todos com altos valores de bootstrap,
exceto o subclado FtsHcb1C (Figura 6A). A topologia da arvore filogenética indica que os
subclados FtsHcbh1B e FtsHcb1C séo filogeneticamente relacionados e derivados em relagéo
ao subclado FtsHcb1A. Esta topologia € corroborada por indels compartilhados pelas FtsHs
destes subclados (Figura 4E-F). Apesar do bootstrap do clado FtsHcb1C ser apenas 52 o
bootstrap do né que conecta este clado com o clado FtsHcb1B é de 100. Isto sugere que o
bootstrap baixo do clado FtsHcb1C pode ser resultante relagdes filogenéticas ndo resolvidas
entre as FtsHs deste clado.

Em geral, as FtsHcb1 codificadas no mesmo genoma ficam distribuidas em dois destes
subclados. Por exemplo, Cyanothece sp. PCC 8801 e Cyanothece sp. PCC 8802 possuem
FtsHs que ficam nos subclados FtsHcb1A e FtsHcbh1B (Figura 6A e Quadro 1). J& as espécies
Gloeocapsa sp. PCC 7428 e Stanieria cyanosphaera PCC 7437 possuem FtsHs nos subclados
FtsHcb1B e FtshchlC (Figura 6A e Quadro 1). As excecdes sdo as FtsHcbl de Pleurocapsa
sp. PCC 7327, que estdo distribuidas nos trés subclados, sendo duas no subclado FtsHcb1A, e
as FtsHcbl de Halothece sp. PCC 7418, Nostoc sp. PCC 7524 e Rivularia sp. PCC 7116, que
estdo apenas no subclado FtsHcbh1A (Figura 6A e Quadro 1).

As seis FtsHcbl de Acaryochloris marina MBIC11017 estdo distribuidas em dois
subclados, contudo, cinco copias estdo no subclado FtsHcb1C (Figura 6A e Quadro 1). Estas
copias ficam em um Unico clado, indicando que sdo oriundas de eventos de duplicacdo génica
que ocorreram nesta espécie (Figura 6A e Quadro 1). Em contraste, as FtsHchlA de
Halothece sp. PCC 7418, Nostoc sp. PCC 7524 e Rivularia sp. PCC 7116 e Pleurocapsa sp.
PCC 7327 ndo sdo filogeneticamente relacionadas (Figura 6A). Isto sugere que, pelo menos
uma delas pode ter origem em um evento de transferéncia horizontal de genes.

As espécies que possuem copias da FtsHcbl em dois ou mais subclados pertencem a
diferentes ordens do Filo Cyanobacteria (Quadro 1). Portanto, as relagdes evolutivas dessas
copias e sua distribuicdo taxondmica sdo congruentes com a hipotese de que os subclados
FtsHcb1A, FtsHcb1lB e FtshchlC sdo paralogos ocultos antigos, oriundos de eventos de

duplicacdo génica que ocorreram, pelo menos, no ancestral comum dessas ordens.

Estes pardlogos ndo estdo igualmente distribuidos nos genomas de cianobactérias

analisados, indicando que eles foram seletivamente mantidos ou perdidos de modo
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independente nas linhagens do Filo Cyanobacteria. Além disso, dez das espécies de
cianobactérias analisadas neste trabalho ndo possuem FtsHcb1A, cb1B ou cblC codificadas
no genoma e, a FtsHch1C de Synechocystis sp. PCC 6803 ndo é essencial [25]. Isto sugere

que a funcéo destas proteinas pode ndo ser conservada nas espécies do Filo Cyanobacteria.

A rede complexa obtida com a matriz de identidade das FtsHcbl possui duas
comunidades, a primeira ¢ formada pelas sequéncias do clado FtsHcblA (Figura 6B). A
segunda comunidade contém as FtsHcb1B e FtsHcb1C, mas, apesar das FtsHcb1B terem
conexdes com as FtsHcb1C, elas possuem mais conexdes entre elas formando um subgrupo
dentro dessa comunidade (Figura 6B). Estes resultados sdo congruentes com a topologia do
clado das FtsHcbl e mostra que a estrutura das comunidades da rede complexa reflete as
relagOes de paralogia inferidas a partir dos resultados da filogenia molecular, padréo de indels
compartilhados e distribuicdo taxondmica das FtsHcbh1A, cb1B e cblC.

O clado das FtsHcbh2 possui dois subclados distintos denominados FtsHcb2A e
FtsHcb2B (Figura 7A e Quadro 1). O suporte estatistico desses clados foi baixo, com valores
de bootstrap inferiores a 50. Contudo, estes subclados sdo corroborados pelos resultados da
rede complexa obtida com a matriz de identidade das FtsHcb2 (Figura 7B), em que as
FtsHch2B apresentam mais conexdes entre elas do que com as FtsHcb2A. Adicionalmente,
sessenta e trés dos sessenta e seis genomas de cianobactérias analisadas possuem uma cépia
no subclado FtsHcbh2A, destas espécies, quarenta e seis também possuem uma cépia do
subclado FtsHcb2B (Figura 7A). Estes resultados sdo congruentes com a hipdtese de que as
FtsHchb2A e FtsHcb2B sdo pardlogos oriundos de um evento de duplicacdo génica que

ocorreu no ancestral das atuais cianobactérias.

As espécies analisadas neste trabalho representam todas as ordens conhecidas do Filo
Cyanobacteria (Quadro 1). A distribuicdo destas espécies na arvore filogenética enraizada das
FtsHs indica que os clados FtsHcb1, FtsHcb1B, FtsHch1C, FtsHch2A, FtsHch2B, FtsHch3 e
FtsHcb4 representam grupos de paralogos, e ndo diferentes grupos taxonémicos do Filo
Cyanobacteria.

A analise de genbmica comparativa mostra que existem padrdes de distribuicdo dos
paralogos das FtsHs nos genomas das cianobacterias (Quadro 1). Por exemplo, as FtsHch3,
FtsHcb2A e FtsHch2B sdo os paralogos mais amplamente distribuidos, todas as espécies
possuem uma copia de FtsHcb3 e, a maioria delas possuem uma cépia dos paralogos

FtsHch2A e FtsHcbh2B, ou pelo menos um deles (Quadro 1). Por ultimo, todas as espécies que
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possuem uma coépia da FtsHcb4 também possuem uma copia da FtsHcb1C, FtsHcb2A e
FtsHcb3 (Quadro 1).

A FtsH forma homo ou heterohexameros, ou seja, diferentes isoformas desta proteina
podem interagir para desempenhar suas funcBes [43]. Synechocystis sp. PCC 6803 possuli
quatro FtsHs codificadas no seu genoma, FtsH1 (FtsHcb2B), FtsH2 (FtsHcbh2A), FtsH3
(FtsHcb3) e FtsH4 (FtsHcb1C) (Ver tabela 1 para informagGes adicionais) [25]. Boehm et al.
[14]mostraram que a FtsHcb3 dessa cianobactéria forma heterohexdmeros com a FtsHch2A e
com a FtsHch2B enguanto que a FtsHcb1C forma homohexameros.

O knockout da FtsHcbh2B e FtsHcb3 de Synechocystis sp. PCC 6803 ¢ letal, em
contraste, o knockout das FtsHcb1C e FtsHcb2A ndo é letal. Porém, o knockout da FtsHch2A
compromete o funcionamento do fotossistema | diminuindo a atividade fotossintética
enquanto que o knockout da FtsHch1C néo resultou em alteracdo significativa nas funcGes da
célula [25].

Ou seja, em Synechocystis sp. PCC 6803 os paralogos de FtsH com maior distribui¢do
nas espécies do Filo Cyanobacteria analisadas neste trabalho sdo proteinas essenciais que
fazem interacBes funcionais, ou, se ndo € essencial, estd envolvida no metabolismo
fotossintético da bactéria, como a FtsHcb2A. Portanto, os padrées de distribuicdo dos
parélogos das FtsHs de cianobactérias descritos acima podem indicar paralogos que possuem
fungdes conservadas nas cianobactérias, por exemplo, a FtsHcb3, bem como a existéncia de
associagdes funcionais entre eles.

Recentemente, Sacharz et al. [39] mostraram que as FtsHs de Synechocystis sp. PCC
6803 diferem quanto a localizacdo sub-celular. As FtsHcb1C e FtsHcb3 estdo localizadas na
extremidade distal dos tilacdides, adjacente a membrana plasmatica e, possivelmente existe
uma pequena populacdo na membrana plasmatica em condi¢fes de baixa luminosidade. A
FtsHcb2A esta localizada apenas nos tilacdides e a FtsHcb2B na membrana plasmaética com
uma possivel uma pequena populacdo nos tilacoides. Resultados similares para a localizagdo
subcelular das FtsHcb2A, FtsHcb2B e FtsHch3 foram encontrados por outros autores
(Srivastava et al., 2005; Komenda et al., 2006; Pisavera et al., 2007; Krynicka et al., 2014)
[20, 21, 44, 45].

Os resultados apresentados neste trabalho mostram quais FtsHs codificadas nos
genomas de outras cianobactérias poderiam ter localizacdo subcelular e fungdo semelhantes as

descritas para as FtsHs de Synechocystis sp. PCC 6803. Seria interessante verificar se a
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localizacdo subcelular dos paralogos das FtsHs de Synechocystis sp. PCC 6803 é conservada

em outras espécies de cianobactéria.
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Figura 6. Analises filogenéticas das FtsHcb1. A. Arvore filogenetica da FtsHcb1, indicando
a existéncia de trés isoformas derivadas. Valores de bootstrap exibidos na arvore sdo acima de
50. Foram detectados quatro padrdes de presenca de espécies em mais de um clado da
FtsHcb1, FtsHcb1A e FtsHcb1B (m), FtsHcb1A e FtsHcb1C (o), FtsHcbh1B e FtsHch1C (A)
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e FtsHcblA, FtsHcb1lB e FtsHch1C (#). B. Anadlise de redes complexas baseada nas
sequéncias pertencentes ao grupo da FtsHcb1l com pico critico em 73%. As sequéncias qeu
estdo desconectadas do grupo ao qual pertence na rede complexa é representada na arvore
filogenética em negrito.

Quadro 1. Distribuicdo dos paralogos da FtsH nos taxons do Filo Cyanobacteria. A
numeracdo dentro de cada célula indica o Gl da sequéncia.

Esquema taxondmica
CLASSE ORDEM FAMILIA ESPECIES FtsHch1A | FtsHch1B | FtsHcbl1C | FtsHch2A | FtisHch2B FtsHch3 FtsHch4
158337706
158336375
? Chroococcales ? Acaryochloris marina MBIC11017 158340876 - 158338030 | 158335287 | 158337485 158335586 -
158334484
158334765
? Chroococcales ? C ium inum PCC 10605 - - - 428770279 | 428770133 428771133 -
? Chroococcales ? Cyanobacterium stanieri PCC 7202 - - - 428772677 | 428772726 428774596 -
? Chroococcales ? cyanobacterium UCYN-A - - - 284929257 | 284928911 284929519 -
? Chroococcales ? Cyanobium gracile PCC 6307 - - 427702554 | 427701943 - 427703137 427702027
? Chroococcales ? Cyanothece sp. ATCC 51142 - 172036958 - 172036185 | 172036868 172038492 -
? Chroococcales ? Cyanothece sp. PCC 7424 - 218441183 | 218441710 | 218440251 | 218437468 218440504 -
? Chroococcales ? Cyanothece sp. PCC 7425 - - 220910286 - 220908960 220907269 -
? Chroococcales ? Cyanothece sp. PCC 7822 - 307152321 | 307153545 | 307150315 | 307153166 307150022 -
? Chroococcales ? Cyanothece sp. PCC 8801 218246744 | 218248318 - 218245487 | 218246670 218245163 -
? Chroococcales ? Cyanothece sp. PCC 8802 257059785 | 257060355 - 257058522 | 257059712 257058189 -
? Chroococcales ? Dactylococcopsis salina PCC 8305 - - - 428779982 | 428779886 428781522 -
? Chroococcales ? Gloeocapsa sp. PCC 7428 434393020 - 434393176 | 434393098 | 434394168 434392922 -
? Chroococcales ? Halothece sp. PCC 7418 :ig;;z:g; - - 428775193 | 428777491 428778106 -
? Chroococcales ? Microcystis aeruginosa NIES-843 - 166362932 | 166368947 | 166367879 | 166364178 166363123 -
? Chroococcales ? Synechococcus elongatus PCC 6301 - - 56750248 | 56750609 | 56750555 56751224 -
? Chroococcales ? Synechococcus elongatus PCC 7942 - - 81300123 81299751 81299807 81299108 -
? Chroococcales ? Synechococcus sp. CC9311 - - 113955040 | 113954954 - 113953333 113953212
? Chroococcales ? Synechococcus sp. CC9605 - - 78212463 78212968 - 78211853 78212852
? Chroococcales ? Synechococcus sp. CC9902 - - 78185050 | 78184634 - 78185610 78184725
? Chroococcales ? sp. JA-2-3B'a(2-13) - - - - 86607507 86608120 -
? Chroococcales ? Synechococcus sp. JA-3-3Ab - - - - 86604737 86607354 -
? Chroococcales ? Synechococcus sp. PCC 6312 - - 427711246 | 427712534 | 427711487 427712430 -
? Chroococcales ? Synechococcus sp. PCC 7002 - - 170077524 | 170076977 | 170077793 170076675 -
? Chroococcales ? Synechococcus sp. PCC 7502 - - 428221329 42822021 -
? Chroococcales ? Synechococcus sp. RCC307 - - 148242853 | 148242501 - 148243292 148242588
? Chroococcales ? Synechococcus sp. WH 7803 - - 148240025 | 148239552 - 148238691 | 148239452
? Chroococcales ? Synechococcus sp. WH 8102 - - 33866121 33865834 - 33864841 33865745
? Chroococcales ? Synechocystis sp. PCC 6803 - - 16330069 16331432 16329797 16329602 -
? Chroococcales ? Synechocystis sp. PCC 6803 substr. GT-I - - 383321812 | 383323174 | 383321539 383321343 -
? Chroococcales ? Thermosynechococcus elongatus BP-1 - - 22298071 22298276 22299375 22297675 -
? Nostocales Nostocaceae Anabaena cylindrica PCC 7122 440682320 - - 440684295 | 440681364 440681685 -
? ) N Anabaena sp. 90 - - - 414075761 | 414075856 414076877 -
? Nostocales Nostocaceae Anabaena variabilis ATCC 29413 75908451 - - 75909397 | 75908658 75906798 -
? Nostocales Nostocaceae "Nostoc azollae' 0708 298491599 - - 208491770 | 298493199 298489876 -
? Nostocales Nostocaceae Nostoc punctiforme PCC 73102 - - 186682396 | 186681813 | 186682152 186684974 -
? Nostocales Nostocaceae Nostoc sp. PCC 7107 427708249 - - 427706541 | 427706543 427709089 -
? Nostocales Nostocaceae Nostoc sp. PCC 7120 17232428 - - 17231134 | 17232268 17228756 -
? Nostocales Nostocaceae Nostoc sp. PCC 7524 :g;;ggz; - - 427728714 | 427731562 427730489 -
? Nostocales Rivulariaceae Calothrix sp. PCC 6303 428300836 - - 428299806 | 428300742 428298512 -
? Nostocales Rivulariaceae Calothrix sp. PCC 7507 427718321 - - 427721097 | 427719561 427718379 -
? Nostocales Rivulariaceae Rivularia sp. PCC 7116 ﬁ;gg?% - - 427736814 | 427736663 427733813 -
? Oscillatoriales ? Crinalium epi PCC 9333 428304824 - - 428305594 | 428305826 428306786 -
? Oscillatoriales ? Geitlerinema sp. PCC 7407 - - - 428224291 | 428226655 428226442 -
? Oscillatoriales ? Leptolyngbya sp. PCC 7376 - - 427723812 | 427725963 | 427722244 427723584 -
? Oscillatoriales ? Microcoleus sp. PCC 7113 - - 428308771 | 428314185 | 428310232 428309071 -
? Oscillatoriales ? Oscillatoria i PCC 6304 - - - 428212294 | 428211416 428210836 -
? Oscillatoriales ? Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112 - - 428319402 | 428319597 | 428318066 428318597 -
? Oscillatoriales ? sp. PCC 7367 - - 428216936 | 428216820 | 428218679 428218897 -
? Oscillatoriales ? Tri ium erythraeum IMS101 - - 113476986 | 113477982 | 113476779 113477219 -
? Pleurocapsales ? Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203 428207120 - - -
? Pleurocapsales ? Pleurocapsa sp. PCC 7327 :ig;gg:ﬁ 428202539 | 428201342 | 428204217 | 428202444 428202589 -
? Pleurocapsales ? Stanieria a PCC 7437 434408426 - 434398314 | 434399525 | 434398411 434396728 -
? Prochlorales Prochlorococcaceae Prochlorococcus marinus str. AS9601 - - 123968995 | 123968339 - 123967784 123968548
? Prochlorales Prochlorc Pr marinus str. MIT 9215 - - 157413822 | 157413172 - 157412585 157413381
? Prochlorales Prochlorococcaceae Prochlorococcus marinus str. MIT 9301 - - 126696787 | 126696141 - 126695586 126696352
? Prochlorales Prochlorococcaceae Prochlorococcus marinus str. MIT 9303 - - 124023616 | 124023247 - 124024074 124023163
? Prochlorales Prochlorococcaceae Prochlorococcus marinus str. MIT 9312 - - 78779742 | 78779135 - 78778614 78779330
? Prochlorales Prochlorococcaceae Prochlorococcus marinus str. MIT 9313 - - 33862651 | 33862949 - 33864065 33863028
? Prochlorales Prochlorc Pr marinus str. MIT 9515 - - 123966658 | 123966074 - 123965493 123966164
? Prochlorales Prochlorococcaceae Prochlorococcus marinus str. NATLIA - - 124026388 | 124025672 - 124025019 124025741
? Prochlorales Prochlorococcaceae Prochlorococcus marinus str. NATL2A - - 72382669 | 72382133 - 72383431 72382193
? Prochlorales Prochlorococcaceae | P.marinus subsp. marinus str. CCMP1375 - - 33240787 | 33240371 - 33239707 33240430
? Prochlorales Prochlorococcaceae | P.marinus subsp. pastoris str. CCMP1986 - - 33861820 33861300 - 33860785 33861411
Gloeobacteria Gloeobacterales ? Gloeobacter kilaueensis JS1 - - - 554637188 - 554637072 -
Gloeobacteria Gloeobacterales ? Gloeobacter violaceus PCC 7421 37522710 - - 37522147 - 37521486 -
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subsp. pastoris str. CCMP1375
arinus str. MIT 9515
. MIT 9215
. MIT 9312
. AS9601
. MIT 9301

FtsHcb2B

Figura 7. Clado FtsHcbh2 da arvore filogenética das FtsHs de cianobactérias. A. Clado da
FtsHcb2 da arvore de cianobactérias, indicando que duas isoformas originaram a partir da
FtsHcb2. Valores de bootstrap exibidos na arvore sdo acima de 50 B. Anélise de redes
complexas baseadas nas sequéncias constituintes do grupo FtsHch2 com pico critico em 77%.
As sequéncias geu estdo desconectadas do grupo ao qual pertence na rede complexa é
representada na arvore filogenética em negrito.
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A conservacdo dos paralogos das FtsHs de cianobactérias definidos nas anélises
anteriores foi avaliada por meio do céalculo da identidade média das sequéncias de cada grupo
de parélogos e entre todas as combinagdes entre eles (Figura 8). A identidade média das
FtsHcb1A, FtsHcb1B e FtsHcblC variou de 78 a 81%, uma variacdo menor do que a
observada entre as FtsHcb2A, FtsHch2B, que foi de 80 e 70%, respectivamente (Figura 8). As
FtsHcb3, essencial em Synechocystis sp. PCC 6803, possuem a maior identidade média dentre
0s grupos de parélogos enquanto que as FtsHch4 possuem a menor identidade média (Figura
8). A identidade média de todas as combinag6es de grupos de paralogos foi menor do que a
observada para cada grupo, variando entre 16 e 57% de identidade (Figura 8).

Estes resultados mostram que embora os paralogos das FtsHs de cianobactérias sejam
conservados eles variam consideravelmente entre eles. Essa divergéncia pode ser resultante de
uma diferenciacdo funcional entre elas, conforme descrito para os paralogos codificados no
genoma de Synechocystis sp. PCC 6803, mas parece ndo ser impeditivo para eventuais
interagBes funcionais. Por exemplo, identidade média das FtsHcb3 é de 83%, no entanto ela
forma hetero-oligdmeros com as FtsHcb2A e FtsHch2B, com que tem apenas 44 %e 40 % de

identidade média (Figura 8).

Tabela 1: FtsHs codificadas no genoma de Synechocystis sp. PCC 6803.

Paralogos de FtsH de Organizacéo do

cianobactérias Loco e designacéo da complexo Localizacéo subcelular [20, 21, 22, 44,
identificados neste proteina [14, 25] . P 45]
oligomérico [14]
trabalho
FtsHcb1A - - -
FtsHch1B - - .
FtsHcb1C sl11463 - FtsH 4 Formahomo-  Eytremidade distal dos tilacoides
oligoméro adjacente a membrana plasmatica e
uma possivel pequena quantidade na
membrana plasmética em LL.
FtsHch2A slr0228 - FtsH2 Forma hetero- Apenas nos tilacdides
oligdbmero com a
FtsH3
FtsHch2B slr1390* - FtsH1 Forma hetero- Membrana plasmatica e uma
oligdmero coma  possivel pequena quantidade nos
FtsH3 tilacoides.
FtsHch3 slr1604* - FtsH3 Forma hetero- Extremidade distal dos tilacGides
oligomero coma  adjacente a membrana plasmatica e
FtsH1 e FtsH2 uma possivel pequena quantidade na
membrana plasmatica em LL.
FtsHcb4 - - -

* Indica ftsHs essenciais de acordo com Mann et al. [25].
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FtsHeb3,4 SN 21
FtsHcb2B,4 NN 23
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FtsHcb2A,2B I 51
FtsHeb1C,4 IEIN 16
FtsHeb1B,4 G 17
FtsHcb1A,4 G 17
FtsHeb1C,3 IO 3
FtsHeb1B,3 MG 0
FtsHebl1A,3 I
FtsHeb1C,2B IS 29
FtsHcb1B,2B Sy 28
FtsHchiA,2B G
FtsHcb1C,2A NG 23
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Figura 8. Grafico de identidade média (%) entre as isoformas do gene que codificam a
FtsH em Cyanobacteria. Os valores dentro das barras indicam o numero de sequéncias
presentes nos paralogos e suas respectivas combinacdes. Os valores acima da barra indicam as
identidades de cada grupo. Para definir a média entre as sequéncias foi gerada uma matriz de
distdncia que varia de zero a um, e subtraiu um desse valor obtendo a identidade, depois
somou todos os valores e dividiu pelo nimero de sequencias, adiquirindo a identidade média
entre as sequéncias.

Os paralogos das FtsHs das cianbactérias descritos neste trabalho divergem
consideravelmente. Para verificar se a divergéncia observada entre os paralogos se estende as
regides relacionadas com as suas atividades ATPasica e proteoilitica foram feitas analises no
software LOGO dos motivos Walker A, Walker B e SRH do dominio AAA e do sitio de
ligacdo a zinco do dominio Peptidase M41 destas proteinas.

A maioria dos aminoacido dos motivos do dominio AAA sdo conservados em todos 0s
paralogos das FtsHs de cianobactérias, sendo o motivo Walker A o mais conservado, com
variacdo apenas na segunda posicdo nas FTsHch2B e FtsHcb4 (Figura 9). Na primeira

posicdo do Walker B os paralogos FtsHch2A e 2B possuem isoleucina ou leucina (Figura 9).
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Esta variacdo foi encontrada nas FtsHcb2A e ch2B de espécies que pertencem a diferentes
ordens, portanto ndo parece ser uma variacdo taxondmica. Nos demais parélogos foi
observado apenas isoleucina nesta posicdo (Figura 9). A segunda posicdo do Walker B
também é variavel, as FTsHcb1A e FtsHcb3 possuem valina nessa posicdo enquanto que
todas as FtsHcb1B possuem isoleucina, nos demais paralogos foi encontrado valina ou
Isoleucina.

A maior variacdo de aminoacidos por posi¢do foi observada no motivo SRH das FtsHs
das cianobactérias, tanto entre os paralogos como entre ortélogos (Figura 9). O numero de
posicOes variaveis variou de uma, nas FtsHcb1B, a oito, nas FtsHcb4. As FtsHcb1B também
ndo apresentaram variacdo nos motivos Walker A e B. Dentre as FtsHs de cianobactérias
analisadas nesse trabalho apenas sete pertencem ao grupo de ortélogos FtsHcbh1B, sendo seis
de espécies de dois géneros da Ordem Chroococcales e uma de Pleurocapsa sp. PCC 7327,
da Ordem Pleurocapsales (Quadro 1 e Figura 8). Portanto, o alto nivel de conservacdo dos
motivos do dominio AAA nas FtsHcb1B pode ser resultante de um viés amostral. O padréo de
conservagdo do décimo primeiro aminoédcido do motivo SRH parece refletir as relacbes
evolutivas das FtsHs de cianobactérias, pois enquanto FtsHcb1A, cb1B e cb1C possuem acido

glutdmico nesta posicdo os demais paralogos possuem acido aspartico (Figura 9).
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Figura 9. Conservacdo dos motivos das FtsHs do Filo Cyanobacteria. Os sete grupos de
parélogos foram comparados em regides conservadas presentes nos dois dominios da FtsH.
Em azul estdo marcados todos os aminoacidos conservados em todos os paralogos. Marcado
na cor vermelha os aminoécidos conservados em dois ou mais paralogos.

O consenso do motivo de ligacdo a zinco das FtsHs, HExxH [5, 46], esta presente em
todos os paralogos da FtsHs de cianobactérias, a excecdo sdo as FtsHcbh4 das espécies de
Prochloroccocus, que possuem um motivo distinto, (Q/N) xuG (K/R) (Figura 9). Esta
variacdo no motivo de ligacdo a zinco ndo foi descrita ainda para as FtsHs e ndo foi
encontrada nas FtsHs de 1694 espécies bacterianas analisadas neste trabalho (Figura 3). Esse
consenso atipico pode refletir uma especificidade funcional desses paralogos nas espécies do
género Prochloroccocus, um género cuja espéecies sdo as principais responsaveis pela
biomassa fotossintética nos oceanos [47].

Os resultados das anélises filogenéticas, genémicas, de redes complexas e da estrutura
primaria das FtsHs de cianobactérias apresentados neste trabalho sdo congruentes,
complementares e permitem inferir sobre a historia evolutivas das FtsHs do Filo
Cyanobacteria. Os resultados das analises filogenéticas e da rede complexa obtida a partir da

matriz de identidade das FtsHs de cianobactérias mostram claramente que as FtsHs do grupo
29



FtsHcb1 nédo sdo filogeneticamente relacionadas com os demais FtsHs desse filo bacteriano.
Estes resultados indicam também que este grupo é constituido por 3 parélogos que possuem
ampla distribuicdo taxondmica no Filo Cyanobacteria.

Portanto, n6s propomos que o ancestral das FtsHcb1A, cb1B e cb1C foi adquirido em
um evento de THG no ancestral comum das cianobactérias e, posteriormente dois eventos de
duplicacdo originaram as FtsHcb1A, FtsHcb1B e FtsHcb1C (Figura 10). As demais FtsHs
originaram-se de trés eventos de duplicacdo da FtsH nativa do ancestral das cianobactérias
(Figura 10).

Os resultados apresentados neste trabalho podem ser usados para classificar de modo
ndo arbitrario as FtsHs das cianobactérias, com base na histéria evolutiva delas. Geralmente,
proteinas ortdlogas desempenham a mesma funcdo ou funcgdes similares, assim, este sistema
de classificacdo ajudaria na anotacdo das novas FtsHs depositadas nas bases de dados de
sequéncias oriundas do sequenciamento de genomas de cianobactérias. Adicionalmente, este
sistema de classificacdo ajudaria fazer inferéncia funcionais de FtsHs de cianobactérias néo
caracterizadas que poderiam ser posteriormente testadas.

Por exemplo, Synechocystis sp. PCC 6803 possui quatro FtsHs codificadas no seu
genoma que estdo parcialmente caracterizadas funcionalmente [22, 25], e pertencem aos
grupos de ortélogos FtsHcbh1C, FtsHch2A, FtsHcb2B e FtsHcb3 que estdo amplamente
distribuidos nas cianobactérias. Com base na classificacdo filogenética das FtsHs da
cianobactérias proposta neste trabalho é possivel fazer a predi¢do da funcdo das FtsHs que
pertencem a estes grupos de ortélogos. Esta informacéo auxiliaria no planejamento de estudos

envolvendo a caracterizacdo funcional dessas proteinas.
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Figura 10. Histdria evolutiva proposta para as FtsHs do Filo Cyanobacteria. Neste
modelo o ancestral das FtsHcb1A, FtsHcb1B e FtsHcb3C foi adquirido em um evento de TLG
no ancestral comum do Filo Cyanobacteria. Por sua vez, as FtsHch2A FtsHcb2B, FtsHch3 e
FtsHcb4 sdo paralogos que tem como ancestral comum a FtsH nativa do ancestral do Filo
Cyanobacteria.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram apresentados resultados que permitem expandir o conhecimento
sobre a histdria evolutiva das FtsHs de cianobactérias, fornecendo um ponto de partida para a
formulacdo de novas hipo6teses e desenvolvimento de novos estudos sobre as relacdes
evolutivas e funcionais das FtsHs deste filo bacteriano. Por exemplo, a maior parte dos
estudos sobre caracterizacdo funcional das FtsHs de cianobactérias foram desenvolvidos com
as FtsHs de Synechocystis sp. PCC 6803, que pertencem aos grupos de ortélogos FtsHcb1C,
FtsHcb2A, FtsHcb2B e FtsHcb3. Proteinas ortdlogas tendem a ser funcionalmente
relacionadas, logo, o conhecimento adquirido sobre a funcdo das FtsH1, FtsH2, FtsH3 e
FtsH4 de Synechocystis sp. PCC 6803 podem ser extrapolados e testados para as demais

FtsHs pertencentes a esses grupos de ortdlogos.

Estas informacgdes podem ser usadas para formular hipéteses testaveis sobre a funcao
de FtsHs ndo caracterizadas funcionalmente em cianobactérias. Por exemplo, as FtsHcbh1A,
FtsHcb1B, FtsHcb4.

As FtsHs das cianobactérias estdo relacionadas com a fotossintese oxigénica, uma
invencdo evolutiva desse filo procaridtico. Os resultados deste trabalho mostram que 0s
eventos que originaram os diferentes grupos de ortélogos das FtsHs de cianobactéria
ocorreram no ancestral desse filo, 0 que sugere que a origem das FtsHs de cianobactérias pode
estar relacionada com a evolucdo desse metabolismo fotossintético.

Durante a elaboracdo desse manuscrito estavam disponiveis nas bases de dados do
NCBI 66 genomas de cianobactérias completamente sequenciados e 349 parcialmente
sequenciados ou sendo sequenciados. Nesse cendrio os resultados aqui apresentados também
possuem uma importancia pratica, pois permitirdo fazer uma anotacdo mais precisa das FtsHs
encontradas nos genomas de cianobactérias que estdo sendo sequenciados. Adicionalmente,
0s resultados deste trabalho demonstraram que redes complexas obtidas a partir da matriz de
identidade de proteinas é uma ferramenta Util na definicdo das relacdes de homologia entre as
sequéncias de proteinas. Essa abordagem para o uso das redes complexas ainda nédo tinha sido

explorada até entéo.
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