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RESUMO

As repeticoes palindrébmicas curtas, interespagadas e regularmente
agrupadas — CRISPR — formam um sistema de imunidade adquirida em bactérias e
arqueas. O CRISPR é um dos sistemas mais estudados na ultima década,
especialmente como ferramenta de edicdo génica, devido a sua capacidade de gerar
indels em sequéncias alvo. Entretanto, as caracteristicas nucleotidicas da regido, a
origem das sequéncias estruturais basicas e sua relagdo com outras estruturas
conhecidas ainda sao pouco descritas. Por isso, aqui nds mostramos uma analise
exploratoria in silico de sequéncias genbmicas de regides CRISPR em procariotos.
Sequéncias de regides CRISPR foram obtidas de diferentes bases de dados e foram
agrupadas com a ferramenta RAFTS3G com critério de 50% de identidade. Os clusters
formados foram confrontados com bases de dados publicas para predi¢ao de funcoes
e estruturas bioldgicas. Os resultados indicam relacdo entre as sequéncias de
repeticdo direta (DR) e outras estruturas, e ha evidéncias de transferéncia horizontal
de genes entre os dominios Bacteria, Archaea e Eukarya. As 7.081 sequéncias DR
de bactérias agrupadas constituem 1.547 clusters, que compartiiham 50% de
identidade. Os maiores clusters sao compostos por 1.001 (14%) e 140 sequéncias
(2%), porém ha baixa diversidade intracluster visto que esses grupos apresentam 30
e 32 sequéncias distintas, respectivamente. Ja a analise de predi¢cao funcional indica
que ha grande similaridade entre sequéncias DR e estruturas conhecidas, como RNAs
e alguns MGEs. Alinhamentos de sequéncias indicam a transferéncia horizontal de
arranjos CRISPR entre Bradyrhizobium sp. BTAi 1 e a espécie de trigo selvagem
Triticum urartu. J4 as sequéncias de espacgadores CRISPR produziram muitos
agrupamentos, todos com poucos membros e baixa similaridade com os elementos
genéticos moveis conhecidos, demonstrando que a origem dos espacgadores precisa
ser esclarecida. Nosso estudo demonstra que os componentes principais do arranjo
CRISPR — DR e espagadores — estdo relacionados com diferentes estruturas
funcionais conhecidas. A abordagem desse trabalho produziu diversos grupos que
precisam ainda ser analisados, no intuito de ampliar o conhecimento do arranjo
CRISPR. Também, a origem das sequéncias DR e dos espagadores nao foi revelada;
além disso, contrapondo o que é descrito na literatura, observamos que os genes
Cas1 e Cas2 nao sao universais, e detectamos a presenca de CRISPR em eucarioto,
visto que até o momento a estrutura era descrita unicamente em procariotos.

Palavras-chave: CRISPR. Sequéncias de Repeticdo Direta. Espacadores.
Agrupamento.



ABSTRACT

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)
systems form an acquired immunity system that are widespread in bacteria and
archaea. CRISPR are one of largely studied systems in last decade, especially as
genome editing tool due to its ability to generate indels in target sequences. However,
nucleotide characteristics of this region, the origin of basic structural sequences and
its relations with well-known structures are poorly described. Therefore, here we show
an in silico exploratory analysis of genomic sequences of CRISPR regions in
prokaryotes. CRISPR sequences were collected from different databases and
clustered by RAFTS3G tool with 50% of identity. Resulting clusters were matched
against public databases in order to predict biological functions and structures. Results
indicate a relationship between direct repeat sequences (DR) and other structures, and
we found evidences of horizontal gene transfer between the Bacteria, Archaea and
Eukarya domains. The 7.081 clustered DR sequences formed 1.547 clusters, which
share 50% identity. The largest clusters are composed by 1.001 (14%) and 140
sequences (2%), but have low intracluster diversity, with 30 and 32 distinct sequences,
respectively. The functional prediction analysis suggests high similarity between DR
sequences and well-known structures, such as RNAs and some MGEs. Sequence
alignments indicate horizontal transfer of CRISPR arrays from Bradyrhizobium sp.
BTAI 1 to the wild wheat specie Triticum urartu. CRISPR spacers sequences resulted
in a large number of clusters, all with few members and low similarity to known mobile
genetic elements, indicating that the origin of the spacers needs to be elucidated. This
study demonstrates that the main components of CRISPR array - DR and spacers -
are closely related with well-known functional structures. The approach used in this
research produced several clusters that still need to be analyzed in order to increase
CRISPR arrays understanding. In addition, the origin of DR and spacers sequences
was not found out; furthermore, in contrast with the literature, we observed that the
Cas1 and Cas2 genes are not universal, and we detected the presence of CRISPR in
eukaryote, whereas the structure was described only in prokaryotes.

Keywords: CRISPR. Direct Repeat Sequences. Spacers. Clustering.
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1 INTRODUGAO

CRISPR (do inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) sao repeticbes palindrébmicas curtas, interespagadas e regularmente
agrupadas que funcionam como um sistema imune adaptativo em procariotos
(arqueas e bactérias) (BULT et al., 1996; HORVATH; BARRANGOU, 2010; ISHINO et
al., 1987; SOREK; KUNIN; HUGENHOLTZ, 2008). Os organismos que apresentam
essa estrutura sdo capazes de capturar trechos de sequéncias de elementos
genéticos moveis (MGE — do inglés, mobile genetic elements) e incorporar a sua
sequéncia como um espacador (MOJICA et al., 2005; POURCEL; SALVIGNOL,;
VERGNAUD, 2006). Esses espagadores sdo separados entre si por sequéncias
repetitivas parcialmente palindrbmicas, chamadas sequéncias DR (do inglés, direct
repeats), e sao os responsaveis pelo reconhecimento da sequéncia caso o0 mesmo
elemento genético movel tente novamente infectar aquele organismo (GRISSA;
VERGNAUD; POURCEL, 2007; HORVATH; BARRANGOU, 2010; JANSEN et al.,
2002; SOREK; KUNIN; HUGENHOLTZ, 2008).

Além da separacao dos espacgadores e da formagao de grampos durante o
reconhecimento do alvo, ndo se tem muitas outras informagcdes a respeito da
importancia e fungao das sequéncias DR (GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007;
HORVATH; BARRANGOU, 2010; JANSEN et al., 2002; SOREK; KUNIN;
HUGENHOLTZ, 2008), e diversas questdes estdo em aberto em relagdo a essas
sequéncias. Entre elas, destaca-se: é o proprio organismo o formador da estrutura ou
ela tem origem em uma transferéncia horizontal? Existe relagdo com regides
regulatorias ou regides de reconhecimento?

O conhecimento sobre a estrutura e fungdo do sistema CRISPR justifica a
curiosidade sobre a origem da composi¢cao de suas sequéncias e de regides de
inser¢cao dentro dos organismos procarioticos. Assim, buscou-se explorar as regides
de repeticdo do sistema CRISPR e compara-las com outras estruturas ja bem
descritas como diferentes tipos de RNA, para tentar inferir alguma nova fungao ou

concordancia entre as sequéncias DR e estruturas funcionalmente conhecidas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1 CLUSTERED REGULARLY INTERSPACED SHORT PALINDROMIC REPEATS
(CRISPR)

Em 1987, Ishino e colaboradores encontraram um padrao diferente de
repeticdes dentro da sequéncia de Escherichia coli K-12 durante ensaios sobre o gene
responsavel pela conversdao da isoenzima da fosfatase alcalina. Esse padrao
apresentava 14 repetigcdes parcialmente palindrbmicas de 29 pares de base (pb)
interespacadas por sequéncias nao repetitivas de cerca de 33pb; mais tarde, essa
estrutura recebeu o nome de CRISPR (ISHINO et al., 1987; JANSEN et al., 2002). O
sistema CRISPR trata-se de repetigcbes palindrémicas curtas, interespagadas e
regularmente agrupadas que se comportam como um sistema de imunidade adquirida
em bactérias e arqueas, sendo encontrado em cerca de 40% e 90% dos genomas
desses organismos, respectivamente. Quanto ao numero de arranjos CRISPR vistos
em um mesmo organismo, segundo a literatura o maior numero de arranjos descritos
€ oriundo da arquea Methanocaldococcus jannaschii que possui 18 loci CRISPR
distintos (BULT et al., 1996; HORVATH; BARRANGOU, 2010; ISHINO et al., 1987;
SOREK; KUNIN; HUGENHOLTZ, 2008). Entretanto, a ferramenta CRISPRCasdb traz
a bactéria Moorea producens JHB como portadora de 121 arranjos CRISPR, porém,
apenas 4 deles apresentam grau de evidéncia maior que 1, um indicador de confianga
de CRISPR dado pela ferramenta (COUVIN et al., 2018).

O arranjo CRISPR é caracterizado por varias repeticdes diretas, chamadas de
sequéncias DR, que tém tamanho variavel entre 23 e 55pb, separadas entre si por
sequéncias de espacadores que sao derivadas do material genético exdgeno,
variando seu tamanho entre 21 e 72pb e geralmente estdo adjacentes aos genes
associados a CRISPR (Cas — CRISPR-associated genes), além de conter também
uma sequéncia lider (GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007; HORVATH;
BARRANGOU, 2010; JANSEN et al., 2002; SOREK; KUNIN; HUGENHOLTZ, 2008).

2.1.1 Composigao da regiao CRISPR

As sequéncias DR tém tamanho variavel entre 23 e 55pb e variam em
quantidade entre 2 e 374 dentro do arranjo CRISPR (MARRAFFINI; SONTHEIMER,
2010). Essas sequéncias sao bastante conservadas dentro de um mesmo locus

CRISPR, mas variam entre as diferentes espécies com relagdo ao numero de
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repeticoes, ao tamanho e ao padrdao de sequéncia. Essa conservagao vista nas
sequéncias DR contribui para que sejam parcialmente palindrémicas (cerca de 7pb),
potencializando a possibilidade de formar estruturas secundarias estaveis e
conservadas, como a formacdo de stem-loop ou hairpin, importante para o
reconhecimento e agdo do CRISPR (GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007;
HORVATH; BARRANGOU, 2010; JANSEN et al, 2002; SOREK; KUNIN;
HUGENHOLTZ, 2008). Algumas sequéncias DR possuem no seu terminal 3’ uma
sequéncia conservada de GAAA (G/C), a qual acredita-se ter atuagdo como sitio de
ligacao para uma ou mais proteinas Cas (KUNIN; SOREK; HUGENHOLTZ, 2007).
Ja os espacgadores sdo sequéncias com tamanho variavel entre 21 e 72pb,
vindas de elementos genéticos mdveis exdgenos como bacteridfagos, profagos,
plasmideos e transposons, responsaveis por infectar bactérias e/ou arqueas (MOJICA
et al., 2005; POURCEL; SALVIGNOL; VERGNAUD, 2006). Diferentemente das
sequéncias DR, os espacadores podem ter diferentes comprimentos de sequéncia
dentro de um mesmo CRISPR, e espacgadores idénticos nunca sdo encontrados no
mesmo arranjo, mas podem ser encontrados em CRISPRs diferentes (GE et al., 2016;
LILLESTOL et al., 2006). Curiosamente, ja foram descritos casos de espagadores com
tamanho consideravelmente maior que 72pb, como ocorre na bactéria Clostridium
novyi NT, que possui um espagador de 857pb segundo o banco de dados CRISPRdb
(GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007). E importante dizer que os elementos
genéticos moveis s&o incapazes de infectar cepas que apresentam sequéncias
espacadoras homologas no CRISPR; isso mostra que os espagadores sao 0s
responsaveis por gerar a imunidade adquirida em bactérias e arqueas (MOJICA et al.,
2005; POURCEL; SALVIGNOL; VERGNAUD, 2006).
O sistema CRISPR inclui, também, uma sequéncia lider de até 550pb, que
esta localizada na extremidade 5' do I6cus CRISPR, adjacente aos genes Cas e é
caracterizada por ser comumente rica em A e T, ndo conservada entre as espécies, e
acredita-se que ela atua como uma regiao de reconhecimento para a adigao de novos
espacadores (BARRANGOU et al., 2007; JANSEN et al., 2002; POURCEL,;
SALVIGNOL; VERGNAUD, 2006; SOREK; KUNIN; HUGENHOLTZ, 2008). Os novos
espacadores sao, entdo, adicionados na extremidade 5' ao lado da sequéncia lider,
fazendo com que os espagadores mais antigos se tornem relativamente comuns entre

os isolados de uma determinada espécie, enquanto que 0s novos S&0 menos comuns
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(POURCEL; SALVIGNOL; VERGNAUD, 2006). Na FIGURA 1 é possivel ver a

estrutura padrédo de um lécus CRISPR.

FIGURA 1: LOCUS TiPICO DE CRISPR
Espacadores

S S LN\
| j Lider \\//

Genes Cas Sequéncias DR

FONTE: Adaptado de Sorek (2008).

NOTA: A figura acima ilustra um lécus CRISPR tipico com seus 4 componentes estruturais principais:
sequéncias DR, espacadores, sequéncia lider e genes Cas. As sequéncias DR, representadas como
retdngulos azuis, tém tamanho variavel de 23 a 55pb, sdo conservadas dentro do arranjo e parcialmente
palindrémicas, e supde-se que a origem e inser¢cdo de uma nova DR no arranjo seja uma acao
dependente de Cas? e Cas2. Ja os espacgadores, representados por retdngulos pretos, tém um
tamanho variavel de 21 a 72pb, mas ha dados na literatura de espagadores com mais de 800pb. Eles
tém origem de sequéncias de elementos genéticos mdveis, por isso sao 0s responsaveis por gerar a
imunidade. Ja a sequéncia lider, em vermelho, tem tamanho de até 550pb e fica localizada na
extremidade 5' do arranjo, funcionando como um sitio de reconhecimento para inser¢do de novos
espacgadores. Os genes Cas, representados em amarelo, sdo responsaveis por codificar uma ampla
familia de proteinas e se organizam como operons. Os genes Cas presentes no arranjo CRISPR
direcionam a agéo de degradacao e determinam a classe a qual aquele CRISPR pertence: a classe 1
€ comandada por Cascade, um complexo multiproteico de 4 a 7 proteinas visto em aproximadamente
90% dos arranjos; a classe 2 utiliza uma proteina unica na degradacgao, como Cas9, por exemplo. A
classe 2 € o menos comum, vista em apenas 10% dos arranjos CRISPR conhecidos.

2.1.2 Mecanismo de ac¢ao de CRISPR

A acdo de imunidade gerada por CRISPR funciona contra a invasao de
material genético exdégeno vindo de bacteridfagos, plasmideos e outros elementos
moéveis. Com a contaminagédo, uma pequena quantidade de material genético do
invasor € incorporada ao genoma do hospedeiro como um novo espacgador de
CRISPR (BARRANGOWU et al., 2007; BISWAS et al., 2013; LILLESTOL et al., 2006;
MOJICA et al., 2005; POURCEL; SALVIGNOL; VERGNAUD, 2006). A cada nova
infeccado, a bactéria ou arquea adquire um novo espacgador e cria sua resisténcia
mediada por CRISPR (BARRANGOU et al., 2007).

O exato mecanismo utilizado pelo sistema CRISPR ainda ndo ¢é inteiramente
esclarecido, mas ja foi visto que um espagador é transcrito em uma unica etapa e
processado em pequenos RNAs que correspondem a um espagador completo
flanqueado por partes de repeticdes, o que facilitaria a formacado de estruturas em
forma de hairpin (TANG et al., 2002, 2005). O RNA do sistema CRISPR, também
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chamado de crRNA (ou CRISPR-RNA), é derivado de um precursor longo, ou pré-
crRNA, e contém um espacador que € incorporado junto as proteinas Cas. Esse
conjunto € o responsavel por destruir o material genético invasor (BISWAS et al.,
2013). A estrutura e modo de acgao do sistema CRISPR estéo ilustradas na FIGURA 2.

FIGURA 2: ESTRUTURA E ACAO DE CRISPR
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FONTE: Adaptado de Barrangou & Horvath (2017).
NOTA: A figura acima demonstra esquematicamente a estrutura do arranjo CRISPR e a forma como é
gerada a resposta imune a partir dele. Na fase de adaptag¢ado, quando um MGE entra em contato com
0 organismo, uma pequena regido da sua sequéncia € incorporada como um novo espacgador (retangulo
azul) na matriz CRISPR ao lado da sequéncia lider (indicada por L), e entdo uma nova sequéncia DR
(losango preto) é inserida em uma acao dependente de Cas?1 e Cas2. Na fase de expressao, o arranjo
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CRISPR é transcrito em um RNA longo chamado de pré-crRNA que é processado em pequenos RNAs
chamados de crRNAs, cada um contendo um espagador unico ligado a uma sequéncia DR responsavel
pela conformacédo de grampo. Na fase de interferéncia, quando aquele organismo entra em contato
novamente com um MGE conhecido, os crRNAs maduros sédo responsaveis pelo reconhecimento da
sequéncia por complementariedade e assim guiam a proteina Cas efetora (em amarelo) para que ela
efetue a clivagem do contaminante e assim gere a imunidade mediada por CRISPR. O modo de acao
das proteinas Cas sera visto na Segéo 2.2.

Ha indicagdes de que o sistema CRISPR/Cas seja transferido horizontalmente
através do auxilio de plasmideos, megaplasmideos e profagos. Essa transferéncia
horizontal de genes (HGT — do inglés, horizontal gene transfer) enfatiza o poder de
defesa contra material genético exdgeno e torna todo o conjunto CRISPR/Cas
bastante desejavel (HORVATH; BARRANGOU, 2010).

Estudos referentes a resposta dos fagos sobre a resisténcia gerada por
CRISPR demonstraram que os fagos haviam mudado sua sequéncia por mutacgao,
fazendo com que ela ndo fosse mais idéntica aos espacadores adquiridos pelos
organismos. Além disso, foi visto que a sequéncia motivo de reconhecimento, ou
motivo adjacente ao protospacador (PAM — do inglés, protospacer adjacent motif), que
se encontra a jusante do terminal 3', também havia mudado, fortalecendo a ideia de
que esse motivo € necessario para o reconhecimento e funcionamento do CRISPR.
Os fagos conseguem fugir da imunidade gerada por CRISPR também através da
delecdo da sequéncia alvo. Esses achados demonstram que o sistema CRISPR
impbe certa pressao seletiva sobre os fagos e acaba se tornando algo altamente
relacionado com a sua evolugédo (DEVEAU et al., 2008; HORVATH; BARRANGOU,
2010).

Além da funcdo de imunidade adquirida, sugerem-se outras fungbes para o
sistema CRISPR como rearranjo cromossdmico, regulagdo da expressao génica de
genes vizinhos, funcionamento como alvo de proteinas de ligacdo e acao sobre o
reparo do DNA, pois muito genes Cas contém dominios responsaveis pela
manipulagdo do DNA (HORVATH; BARRANGOU, 2010; SOREK; KUNIN;
HUGENHOLTZ, 2008). Devido a isso, o sistema CRISPR tem sido amplamente
utilizado na edigao génica, assim como os ja reconhecidos métodos de zinc-fingers
(dedos de zinco), e enzimas de restricdo conhecidas como TALEN (do inglés,
transcription activator-like effector nucleases). No caso do sistema CRISPR
acompanhado por proteinas Cas, a edigdo génica feita por Cas9 é capaz de parear
mais facilmente com o DNA alvo, tornando o método mais especifico e eficiente na

grande maioria dos casos (RAN et al., 2013).
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O uso do sistema CRISPR como uma tecnologia de edigdo génica pode ter
aplicagdo em varios campos, como estudos ecologicos, epidemioldgicos, industriais,
entre outros. Em conjunto com as descobertas através da Bioinformatica e dos
métodos aplicados através da Engenharia Genética, é possivel utilizar essa tecnologia
para impedir elementos indesejaveis, usando como marcador de resisténcia a
antibidticos, por exemplo, e também para limitar a disseminagdo de elementos
genéticos moveis (HORVATH; BARRANGOU, 2010).

2.2 PROTEINAS CAS

Os genes Cas codificam uma ampla familia de proteinas que se caracterizam
como nucleases, helicases, polimerases e proteinas de ligacdo (HORVATH,;
BARRANGOU, 2010). Esses genes sado encontrados tanto em arqueas quanto em
bactérias que apresentam o sistema CRISPR, estando localizados adjacentes ao
locus CRISPR e organizados como operons (HORVATH; BARRANGOU, 2010;
KARIMI et al., 2018).

Uma extensa pesquisa sobre os genes Cas foi realizada por Haft e
colaboradores (2005), onde foram descritas 45 familias de proteinas, sendo 4 delas
(chamadas de Cas1 a Cas4) estritamente relacionadas com o arranjo CRISPR,
sempre ocorrendo proximas ao agrupamento de repeticbes (HAFT et al., 2005). Em
contrapartida, sabe-se que as proteinas Cas1 e Cas2 estdo presentes na maioria dos
arranjos CRISPR conhecidos, formando um complexo encarregado pelo médulo de
adaptacao de CRISPR responsavel pela aquisi¢ao e insercdo de novos espagadores
na extremidade lider, além de participarem da sintese de uma nova sequéncia DR
(BARRANGOU, 2013; BARRANGOU; HORVATH, 2017; ISHINO; KRUPOVIC;
FORTERRE, 2018).

Os sistemas CRISPR/Cas podem ser divididos em duas classes principais de
acordo com a nuclease que direciona acao de degradagdo do material genético
invasor. A classe 1 responde a um complexo multiproteico chamado Cascade e a
classe 2 atua a partir da assinatura de uma unica proteina, como a endonuclease
Cas9 para o tipo Il, por exemplo (BARRANGOU; HORVATH, 2017).

Cascade (do inglés, CRISPR-associated complex for antiviral defense) € um
complexo multiproteico composto por uma variagao entre 4 a 7 proteinas Cas. Esse

complexo é visto em ~90% de todos os loci CRISPR identificados até o momento;
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apenas os ~10% restantes pertencem a classe 2 e estes sao, quase que
exclusivamente, do dominio bactéria (BURSTEIN et al., 2016). Entende-se que
Cascade seja responsavel pela maturacdo de pré-crRNAs em crRNAs, etapa
necessaria para a resposta antiviral, e que essa ligagdo crRNA-Cascade serviria como
um guia para direcionar um novo complexo para degradagao (BROUNS et al., 2008).

Sabe-se que a familia de proteinas Cas é altamente polimodrfica e possui
diferentes funcionalidades envolvidas em diversas etapas da imunidade mediada por
CRISPR, em especial a clivagem do DNA do contaminante por complementariedade
de sequéncias (KARIMI et al., 2018). Uma ilustracao da acao de algumas proteinas
Cas é mostrada na FIGURA 3.

FIGURA 3: FORMA DE AGAO DE ALGUMAS PROTEINAS CAS DURANTE A IMUNIDADE MEDIADA
POR CRISPR

Classe 1 Tlpc I Tipo Il Tipo IV
Cas3 Casl10 Csfl

M2

Classe 2

FONTE: Adaptada de Barrangou & Horvath (2017).

NOTA: Entre os CRISPRs de classe 1, temos sistemas tipo [, Ill e IV, por exemplo. No tipo I, a
exonuclease Cas3 retira a fita de DNA alvo e depois a “mastiga”; no tipo lll, para a acdo da nuclease
Cas10 a sequéncia alvo deve ser transcrita para que Cas10 clive o mRNA; o mecanismo dos sistemas
do tipo IV com Csf1 ainda nao foi caracterizado. Nos sistemas CRISPR de classe 2 temos os sistemas
tipo Il, V e VI. No tipo Il, a endonuclease Cas9 é responsavel por fazer dois cortes paralelos para gerar
uma quebra de dsDNA (do inglés, double-stranded DNA); no tipo V, Cas12 é usada para gerar dois
pontos de clivagem nao paralelos, diferente de Cas9; e os sistemas tipo VI usam Cas13 para clivar o
mRNA alvo e, na sequéncia, processam esse mRNA de maneira ndo especifica para gerar danos
colaterais. As estrelas presentes em alguns sistemas indicam que a acdo é dependente de PAM para
o reconhecimento do alvo.

Além das informacdes dadas sobre as proteinas Cas na FIGURA 3, sabemos
que Cas1 é um marcador universal de CRISPR, funcionando como uma endonuclease

de DNA fita dupla, que esta relacionada com o processo de imunizagao e € a unica
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proteina vista em todas as espécies que contém o locus CRISPR (MAKAROVA et al.,
2006).

Cas2 atua como uma endoribonuclease que corta RNAs de fita simples e ricos
em uracila. Cas3, por sua vez, contém 7 motivos caracteristicos da familia das
helicases; ja Cas4 se enquadra na familia das exonucleases relacionadas a RecB, e
tem uma sequéncia motivo rica em cisteina, o que sugere um alvo de ligacdo do DNA.
Assim, sugere-se que Cas3 e Cas4 estdo envolvidos no metabolismo do DNA,
incluindo reparo, recombinagéao, regulagao transcricional e segregagao cromossémica
(HAFT et al., 2005; HORVATH; BARRANGOU, 2010; JANSEN et al., 2002).

Cas6 também é uma endoribonuclease que age clivando a transcri¢gao do pré-
crRNA em crRNA. Esses crRNAs sdo responsaveis por orientar o complexo
CRISPR/Cas até moléculas de DNA estranhas que invadem seu material, fazendo
com que essas moléculas sejam degradadas (HORVATH; BARRANGOU, 2010).

2.3 FAMILIA CRISPR RNA

Nao ha na literatura dados que se refiram a uma categoria de RNA propria de
CRISPR. Entretanto o Rfam, uma vasta base de dados de familias de RNA, traz 64
familias nomeadas como CRISPR RNA direct repeat element, identificadas como
CRISPR-DRn, onde n abrange de 2 a 65. O numero de membros, alinhamentos e
especies é variado entre as familias, bem como o padrdo da estrutura secundaria. A
FIGURA 4 traz alguns exemplos de estruturas secundarias encontradas no Rfam
(KALVARI et al., 2018).
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FIGURA 4: EXEMPLOS DE ESTRUTURA SECUNDARIA ENCONTRADAS NO BANCO DE DADOS
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FONTE: A autora (2018); Adaptado de Rfam (KALVARI et al., 2018).

NOTA: Estrutura secundaria de algumas familias de RNA CRISPR encontradas no Rfam, no estilo
“sequence conservation” (seqcons) que demonstra a conservagcao da composi¢cdo nucleotidica da
sequéncia em cada posigao. A conservagao de um nucleotideo em dada posi¢ao € determinada pelas
cores que variam de pouco conservadas (em lilas, mais préximas de 0,00), levemente conservadas
(em verde) e altamente conservadas (em vermelho, mais proximas de 1,00). Assim é possivel notar
que a composicao nucleotidicas das familias de RNA CRISPR ¢é bastante conservada, visto que a
maioria dos seus nucleotideos sao indicados em vermelho ou cores proximas.

2.4 CRISPR E BIOINFORMATICA

O crescente interesse pelo sistema CRISPR, em especial como ferramenta de
edicdo génica, fez com que um grande numero de softwares de bioinformatica fossem
desenvolvidos para sua analise (SOREK; KUNIN; HUGENHOLTZ, 2008). Entre os
tipos de ferramentas desenvolvidos é possivel citar soffwares para detecgdo de
CRISPR, como PILER-CR (EDGAR, 2007), CRISPRDetect (BISWAS et al., 2016),
CRISPRdisco (CRAWLEY; HENRIKSEN; BARRANGOU, 2018), e CRISPRdigger (GE
et al., 2016); softwares para detecgao tanto de arranjos CRISPR e genes Cas, como
CRISPRCasFinder (COUVIN et al., 2018) e HMMCAS (CHAI et al., 2017); softwares
para comparar CRISPRs entre cepas de uma determinada espécie ou entre espécies
relacionadas como o CRISPRcompar (GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2008);
repositorios online de CRISPRs conhecidos como o CRISPRdb (GRISSA;
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VERGNAUD; POURCEL, 2007); visualizagdgo de CRISPRs como o
CRISPRCasViewer (COUVIN et al., 2018), entre outros.

Entre esses programas, destacam-se especialmente o CRISPRdb e o
CRISPRCasFinder. O CRISPRdb (disponivel em http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/) é
tido como padr&o ouro entre os bancos de dados de matrizes CRISPR em genomas
publicados desde sua implantacao, além de fornecer ferramentas internas de analise
(GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007). Entretanto, até a conclusdo deste
trabalho, sua ultima atualizacado datava de 09 de maio de 2017.

O CRISPRCasFinder esta inserido na ferramenta CRISPR/Cas++ e foi
desenvolvido pela Université Paris-Sud, mesma universidade desenvolvedora do
CRISPRdb. Ele tem o diferencial entre as outras ferramentas de busca de CRISPR na
procura combinada entre genes Cas e arranjos CRISPR, algo fortemente almejado
para o0s pesquisadores da area (COUVIN et al.,, 2018; SOREK; KUNIN;
HUGENHOLTZ, 2008). No momento da escrita deste trabalho, esta em
implementagdo no software um novo banco de dados chamado CRISPRCasdb,

possivelmente vindo para substituir o CRISPRdb.

3 JUSTIFICATIVA

O sistema CRISPR é um tipo de imunidade adquirida por organismos
procariotos (arqueas e bactérias) contra infecgbes causadas por elementos genéticos
moveis como plasmideos e bacteriéfagos, que ocorre através da captura e insergéao
de trechos de sequéncias desses MGEs como um espacgador ao arranjo CRISPR.
Esses espagadores sdo separados entre si por sequéncias repetitivas palindrémicas,
chamadas sequéncias DR, e sao os responsaveis pelo reconhecimento da sequéncia
caso 0 mesmo elemento genético movel tente novamente infectar aquele organismo
(BULT et al, 1996; GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007; HORVATH;
BARRANGOU, 2010; ISHINO et al., 1987; JANSEN et al., 2002; SOREK; KUNIN;
HUGENHOLTZ, 2008).

Além da separagédo dos espagadores e da formacdo de grampos durante o
reconhecimento do alvo, ndo se tem muitas outras informagdes a respeito da
importancia e funcdo das sequéncias DR. Ainda que se tenha conceitos firmados
sobre a principal fungcdo do sistema CRISPR e muito se fale dele como uma

ferramenta de edigcdo génica dentro da Engenharia Genética, existem poucas
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exploragcbes acerca da origem, das caracteristicas e dos padrdes das sequéncias
estruturais basicas (DR e espagadores), mesmo havendo semelhangas com
estruturas conhecidas como as llhas Gendémicas, como apresentarem sequéncias de
repeticdo, conferirem resisténcia e protecdo ao organismo, entre outros (GRISSA,;
VERGNAUD; POURCEL, 2007; HORVATH; BARRANGOU, 2010; JANSEN et al.,
2002; SOREK; KUNIN; HUGENHOLTZ, 2008).

Assim, a pesquisa exploratoria sobre os padrbes e caracteristicas de
sequéncias gendmicas de CRISPR pode trazer correlagdes entre as sequéncias
CRISPR e outras estruturas gendmicas nao descritas na literatura. E ainda, responder
questdes como se a estrutura é sintetizada pelo proprio organismo ou se € originada
de transferéncia horizontal, e se existe relagdo com regides regulatérias ou regides de

reconhecimento.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Fazer uma analise exploratoria in silico de sequéncias gendmicas de regides
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeat) em organismos

procariotos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar organismos que apresentam CRISPR e genomas completos
sequenciados;

¢ Verificar se ha ocorréncia simultanea de CRISPR e Ilhas Genbmicas (IG);

e Separar as sequéncias repetitivas (DR) dos CRISPRs em organismos com
genomas completos e agrupar conforme a identidade entre elas;

e Confrontar as sequéncias DR com bancos de dados especificos afim de
inferir se pode haver uma fung¢ao ainda nao descrita para essas sequéncias;

e Analisar se existem organismos além de bactérias e arqueas que

apresentam essa estrutura como artefato de resisténcia adquirida.
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5 MATERIAL E METODOS

Uma série de etapas foram percorridas durante a execug¢ao do trabalho e
estdo ilustrados na FIGURA 5. Nos tépicos a seguir estdo descritos os passos

trilhados.

FIGURA 5: FLUXOGRAMA DE ETAPAS SEGUIDAS NA METODOLOGIA
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FONTE: a autora (2019).

NOTA: Fluxograma demonstrando as etapas seguidas na metodologia. Inicialmente, na etapa de coleta
de dados, foram coletadas informagdes sobre bactérias e arqueas a partir do NCBI entre margo e junho
de 2018; esses dados trazem informagbes sobre nomes de organismos, numero de acesso, nivel de
montagem, entre outros. Dados sobre CRISPR foram coletados do banco CRISPRdb contendo
informacdes sobre o nome do organismo, CRISPR_id, numero de espagadores, DR consenso, etc.
Dados referentes a nimero de acesso, posi¢ao de inicio e fim e método de predi¢gdo de IGs foram
obtidos através do IslandViewer4. Todas essas informagdes foram usadas para povoar um banco de
dados local usando o sistema de gerenciamento de banco de dados MySQL. A partir disso, foi feita a
selecdo de organismos com genoma completo e CRISPR confirmado, e também de organismos com
genoma completo e CRISPR e IGs simultaneos. Entéo, as sequéncias DR consenso e os espacadores
foram clusterizados usando a ferramenta RAFTS®G e os grupos com maior densidade de membros
tiveram suas sequéncias DR distintas confrontadas com diferentes bases de dados como RNAcentral
e Rfam, além de outras ferramentas como SILA, ACLAME e fungdes de extragdo de caracteristicas de
sequéncias como Oligoprop.

5.1 COLETA DE DADOS

Para este estudo, foram coletados metadados vindos do NCBI referentes a
genomas completos de bactérias e arqueas, dados de CRISPR e dados de llhas

Gendbmicas.
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Os metadados se referem a informagdes sobre outros dados, ou seja, contém
elementos como o nome do organismo, nivel de montagem (genoma completo, contig,
scaffold ou cromossomo), o numero de acesso a montagem, entre outros dados que
se referem aos organismos de interesse (KITTS et al., 2015). Esses dados, obtidos
entre marcgo e junho de 2018, permitiram fazer uma selegéo inicial dos organismos
que apresentam genoma completo ja depositado tanto para bactérias quanto para
arqueas na base de dados do NCBI.

As informagdes quanto aos dados de CRISPR foram obtidas a partir do
CRISPRdb (GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007) e do arquivo de instalagcado do
software CRISPRCasFinder em junho de 2018 (COUVIN et al., 2018). Esse arquivo
contém informacgdes quanto ao nome da espécie, numero de identificacdo no RefSeq,
identificacdo do CRISPR (CRISPR _id), posi¢céo de inicio e fim, tamanho, numero de
espacadores, a sequéncia DR e seu tamanho, e a indicagcdo sobre ser um CRISPR
confirmado (0) ou hipotético (1). Com esses dados foram organizadas planilhas
referentes a CRISPRs confirmados de bactérias, CRISPRs confirmados de arqueas,
CRISPRs hipotéticos de bactérias e CRISPRs hipotéticos de arqueas, sendo que os
dois primeiros grupos sao 0s que seguiram para as proximas etapas de analise.

Os dados referentes as IGs tiveram origem do banco de dados da ferramenta
IslandViewer4 em junho de 2018. Esses dados contém informagdes sobre o numero
de acesso da ilha que € compativel com o identificador do RefSeq, a posi¢éo de inicio
e fim e o método de predi¢cdo (BERTELLI et al., 2017).

5.2 BANCO DE DADOS

Em posse das informagdes acima citadas, foi possivel povoar um banco de
dados através do sistema de gerenciamento de banco de dados MySQL (ORACLE,
2018). As consultas foram feitas através da linguagem SQL (Structured Query

Language) e salvas em arquivos CSV (Comma-Separated Values).

5.3 RAPID ALIGNMENT FREE TOOL FOR SEQUENCES SIMILARITY SEARCH
TO GROUPS (RAFTS®G)
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Com base nas consultas feitas ao banco de dados, foi possivel filtrar e
selecionar as sequéncias DR que foram submetidas a ferramenta RAFTS®*G no
software MathWorks MATLAB® (NICHIO et al., 2018).

A ferramenta RAFTS3G foi desenvolvida com base em fungdes internas da
Bioinformatics Toolbox da versdo 2017a do software MATLAB, bem como no
algoritmo RAFTS3 proposto por Vialle (2016), outra funcdo desenvolvida pelo grupo
de Inteligéncia Artificial Aplicada a Bioinformatica do Programa de Pds-Graduagéo em
Bioinformatica da UFPR. O RAFTS®*G busca por semelhancas entre sequéncias
contidas em um arquivo de texto no formato multifasta através do seu método livre de
alinhamento, usando uma fungéo de filtro Hash para selegdo de candidatos baseado
em k-mers compartiihados e uma medida de comparagdo usando matriz de
coocorréncia (NICHIO et al., 2018).

A funcédo recebe como entrada um arquivo multifasta com sequéncias de
nucleotideos ou aminoacidos a serem agrupados, e a identidade entre as sequéncias
é determinada pelo valor de self-score (COIMBRA, 2015). Esse valor traz 0 minimo
de identidade avaliada, ou seja, um self-score de 0.6 retornara agrupamentos com
identidade minima de 60% entre uma sequéncia em relagcao a qualquer outra presente
naquele cluster (COIMBRA, 2015; NICHIO et al., 2018).

A funcao é chamada através da linha de comando presente na FIGURA 6:

FIGURA 6: LINHA DE COMANDO DA FUNGAO RAFTS®G

rafts3groups (file, nself, wvarargin)

FONTE: Nichio (2018).
NOTA: Exemplo de linha de comando usada na ferramenta RAFTS®G, onde file se refere ao arquivo
multifasta com as sequéncias, nself determina o minimo de identidade desejado e varargin indica se
sdo sequéncias em nucleotideos (1) ou aminoécidos (2).

Os seguintes parametros de entrada sao necessarios para a utilizacdo da
funcao:

e file: arquivo de texto no formato multifasta contendo sequéncias de
nucleotideos ou aminoacidos;

e nself: valor de self-score que determina o minimo de identidade no qual as
sequéncias serao agrupadas;

e varargin: variagdo do argumento de entrada “file”, definindo se o mesmo é
composto por nucleotideos (1) ou aminoacidos (2).

A funcao tem como retorno os seguintes itens:
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e Um arquivo tabular com nome padrao de “Orthologs_Clustered_report”
com o numero de identificagao do cluster de sequéncias e a quantidade de membros
do grupo;

e Arquivos texto no formato multifasta nomeados como “allClusters.fasta”,
com todos os clusters gerados, e “Cluster_n.fasta”, onde n representa o0 niumero de

identificacdo de cada cluster gerado.

5.4 ACLAME (A CLASSIFICATION OF MOBILE GENETIC ELEMENTS)

ACLAME é uma base de dados referente a MGEs ja sequenciados, como
fagos, plasmideos, transposons e sequéncias de insercdo. Através dela é possivel
buscar por sequéncias em interface web com ajuda da ferramenta BLAST incorporada
a sua busca (MCGINNIS; MADDEN, 2004). As pesquisas retornam informacgdes a
respeito de cada MGE, como a qual MGE corresponde aquela sequéncia (plasmideo,
fago, etc), a familia de proteinas a que pertence, anotacgao funcional, o hospedeiro, e-
value, bit-score, entre outros. Esses dados podem ser baixados e arquivados em
arquivo de texto delimitado por tabulagédo (LEPLAE; LIMA-MENDEZ; TOUSSAINT,

2010). A ferramenta online esta disponivel através do link http://aclame.ulb.ac.be/.

5.5 RNACENTRAL

O RNAcentral é um consoércio entre bases de dados de RNA ndo-codificante
(ncRNA), formado por 42 bases de dados especializadas das quais 28 ja foram
importadas para o RNAcentral. A importacdo de multiplas bases de dados através do
RNAcentral permite um acesso gratuito e integrado a um grande conjunto de
informacdes através de busca por termos especificos e busca por sequéncias
(RNACENTRAL CONSORTIUM, 2016).

O principal uso da ferramenta visa a busca por sequéncias executada através
de alinhamento local pelo método nhmmer (WHEELER; EDDY, 2013). Essa opg¢ao
de busca traz resultados como e-value (probabilidade de encontrar aquele
alinhamento ao acaso), o percentual de identidade entre os nucleotideos, a cobertura
da sequéncia de consulta pelo alinhamento, a cobertura da sequéncia alvo pelo
alinhamento e a porcentagem de gaps para todos os alinhamentos possiveis
(RNACENTRAL CONSORTIUM, 2017).
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Ao acessar um resultado, vemos informacdes quanto a descricao do
organismo, a classificagéo e o link da familia no Rfam, link para o ENA (European
Nucleotide Archive), e a taxonomia dos organismos que compartilham daquela
sequéncia em formato de arvore filogenética (RNACENTRAL CONSORTIUM, 2017).

5.6 CRISPRCASFINDER

CRISPRCasFinder € uma ferramenta que permite a identificacao e previsao
de orientagao de arranjos CRISPR e de genes Cas com base em um acurado sistema
de classificagao, disponivel para uso tanto em versao online quanto standalone. Para
determinar a confiabilidade do CRISPR encontrado, a ferramenta traz consigo o nivel
de evidéncia que varia de 1 (baixa probabilidade de ser um CRISPR verdadeiro) a 4
(CRISPR verdadeiro), levando em consideragéo o comprimento da sequéncia DR e o
numero de espagadores (COUVIN et al., 2018).

Como entrada, a ferramenta online recebe arquivos no formato multifasta de
até 50MB e com até 100 sequéncias, enquanto que na versao local o unico limite de
processamento € a memoria disponivel na maquina usada. Além disso, € possivel
determinar se sera feita a detecgdo de genes Cas e qual o modelo de agrupamento
conforme o grau de rigor desejado. Os parametros padrao para detecg¢ao do arranjo
CRISPR s&o definidos para detectar repeticdes com o mais alto grau de homologia,
mas ainda assim €& possivel modificar alguns paradmetros que definem a repetigao
maxima e as propriedades CRISPR (COUVIN et al., 2018).

Finalmente, os arranjos CRISPR e os genes Cas sao retornadas como
arquivos formatados em .xIs, GFF3, TSV, fasta e JSON, sendo que esse ultimo pode
ser visualizado no software CRISPRCasViewer desenvolvido pelos mesmos
pesquisadores (COUVIN et al., 2018).

5.7 OUTRAS FERRAMENTAS USADAS NA ANALISE EXPLORATORIA

5.7.1 Sila

O software SILA é um sistema para anotagao automatica de genomas de

procariotos que utiliza estratégias de gene-finding e comparagao de sequéncias com
o algoritmo RAFTS3, ja comentado anteriormente (VIALLE, 2013; VIALLE et al.,
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2016). Em sua interface web, o usuario submete apenas um arquivo fasta contendo a
sequéncia e mais nenhum parametro € requisitado. O resultado da anotacao fica
disponivel para visualizagado web em diferentes formatos, incluindo o formato genbank
(VIALLE, 2013).

5.7.2 Oligoprop

Para determinar algumas propriedades das sequéncias DR dos arranjos
CRISPR foi usada a fungao oligoprop.m também presente na Bioinformatics Toolbox
da ferramenta MATLAB®. Em seu uso mais simples, tem como input uma sequéncia
de nucleotideos de qualquer comprimento e seu output traz dados como o conteudo
GC, o numero de hairpins, a temperatura de melting (TM), entre outros
(MATHWORKS, 2018). A funcgéao oligoprop.m foi otimizada em uma fungdo chamada
extract_oligoProps.m, visando facilitar a determinacao do conteudo GC e do numero
de hairpins em um grande numero de sequéncias como as analisadas neste trabalho
(KULIK, 2019).

5.7.3 Sweep

Sweep € uma ferramenta em desenvolvimento idealizada pelo grupo de
Inteligéncia Artificial Aplicada a Bioinformatica do Programa de Pés-Graduagado em
Bioinformatica da UFPR que busca diminuir o custo computacional em analises
filogenéticas a partir projegbes em espagos vetoriais, visando a diminuigdo de
dimensao e a geragao de arvores filogenéticas (DE PIERRI, 2017). O Sweep é uma
evolucdo da ferramenta SVect (UFPR, 2018) que foi explorada em estudos
filogenéticos de proteomas mitocondriais (DE PIERRI, 2017), e proteomas de
cloroplastos e outros plastideos (CAMARGO, 2018), executando analises
filogenéticas em larga escala e com reducao de dimensionalidade. No Sweep é
introduzido o conceito de projegdo em um espacgo vetorial, onde reduz o espacgo de
representacdo das sequéncias e preserva as caracteristicas de distancias entre os
elementos vetorizados.

Neste desenvolvimento, foi testada uma nova abordagem da ferramenta
originalmente idealizada para sequéncias de aminoacidos. Testamos pela primeira

vez uma versao construida para analise de sequéncias nucleotidicas, buscando inferir
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especialmente a relagdo entre Cas? e Cas2 na geragao de novas sequéncias DR,
focando nas sequéncias distintas presentes no maior cluster entre as bactérias
(Cluster 1B).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 COLETA DE DADOS

As consultas feitas ao banco de dados construido a partir dos dados das
bases CRISPRdb, NCBI e IslandViewer, retornaram quatro conjuntos de resultados
contendo informacdes referentes as bactérias e arqueas em relacdo ao sistema
CRISPR. As principais informagdes sobre os dados recuperados nas consultas estdo
contidas no QUADRO 1.
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Com base nesses dados, as sequéncias DR de arqueas e bactérias presentes
nos arquivos referentes a organismos com genomas completos e com CRISPR
confirmado foram coletadas e transferidas para arquivos no formato multifasta.

Os arquivos multifasta foram submetidos a ferramenta RAFTS®G com o
objetivo de organizar e agrupar as sequéncias de acordo com a identidade entre elas

e avaliar a sua diversidade na composig¢ao nucleotidica e caracteristicas estruturais.

6.2 RAPID ALIGNMENT FREE TOOL FOR SEQUENCES SIMILARITY SEARCH
TO GROUPS (RAFTS®G)

A ferramenta RAFTS3G foi executada através da linha de comando vista na
FIGURA 7, onde o parametro “seq_bac.fasta” identifica o nome do arquivo com as
sequéncias DR das bactérias, 0,5 se refere ao minimo de 50% identidade desejado
entre o alinhamento das sequéncias, e o valor 1 representa sequéncias em
nucleotideos.

As sequéncias DR extraidas da tabela “all_data_bacteria_crispr’ (ver
QUADRO 1) relacionadas as bactérias que apresentam CRISPR confirmado, foram
transferidas para o arquivo multifasta denominado “seq_bac.fasta”, contendo 7.081
sequéncias DR, que foi entdo submetido a ferramenta RAFTS3*G através do software
MathWorks MATLAB®.

FIGURA 7: LINHA DE COMANDO USADA PARA O AGRUPAMENTO DAS SEQUENCIAS

rafts3groups (‘seq bac.fasta’, 0.5, 1)

FONTE: A autora (2018).
NOTA: Linha de comando executada na ferramenta RAFTS?G, onde o parametro “seq_bac.fasta”
identifica o nome do arquivo fasta com as sequéncias DR de bactérias com genoma completo e
CRISPR confirmado; 0,5 se refere ao minimo de 50% identidade; e o valor 1 representa que as
sequéncias analisadas sdo nucleotidicas.

O agrupamento das 7.081 sequéncias DR referentes a bactérias com genoma
completo e CRISPR confirmado realizado pelo RAFTS3G resultou em 1.547 clusters,
sendo 878 deles clusters unicos (formados por apenas uma unica sequéncia DR). A
maior densidade entre os grupos foi vista no Cluster 1B, com 1.001 sequéncias, cerca
de 14% do total de sequéncias, seguido do Cluster 260B com 140 sequéncias. Isso
reflete que as sequéncias presentes nesses clusters tém, no minimo, 50% de

identidade com relagao a qualquer outra presente naquele cluster. Estes dois clusters
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foram os escolhidos para passar para as proximas analises, e suas informac¢des mais

relevantes se encontram no QUADRO 2.

QUADRO 2: INFORMAGOES RELEVANTES SOBRE OS DOIS MAIORES CLUSTERS ENTRE AS

BACTERIAS
Cluster 1B Cluster 260B
n° de membros 1.001 140
Conteudo GC médio 65,79 70,39
n° de sequéncias DR distintas 30 32
Maior n° de repeticdes de DR 425 (42,46%) 48 (34,29%)
Filo predominante Proteobacteria (947 membros Proteobacteria (116 membros
= 94,61%) - 82,86%)
Classe predominante Gammaproteobacteria (913 Gammaproteobacteria (111
membros 2 91,21%) membros 2 79,29%)
Ordem predominante Enterobacterales (888 Enterobacterales (105
membros 2> 88,71%) membros =2 75%)
Familia predominante Enterobacteriaceae (799 Enterobacteriaceae (99
membros 2> 79,82%) membros 2> 70,71%)
Salmonella (441 membros - Escherichia (68 membros ->
Géneros predominantes . .44’06%) 48,57%)
Escherichia (318 membros > Salmonella (25 membros >
31,77%) 17,86%)

FONTE: A autora (2018).
NOTA: O quadro acima traz as principais informacgdes a respeito das caracteristicas dos dois maiores
clusters encontrados entre as bactérias, incluindo informagdes quanto ao nimero de membros,
sequéncias distintas, conteudo GC e predominancia taxondmica.

A partir do QUADRO 2 é possivel notar que ha pouca diversidade de
sequéncias dentro dos clusters, visto que no Cluster 1B, por exemplo, existem apenas
30 sequéncias repetidas distintas entre os 1.001 membros. Além disso, essas
sequéncias apresentam um alto valor de conteudo GC médio, o que favorece a
discussao sobre a relagao entre o conteudo GC e a ocorréncia de palindromos como
visto por Ninh (2012). Também, ha uma grande conservagao taxondmica em especial
entre os filos em ambos os clusters. Essa predominancia do filo Proteobacteria
também foi visto em estudo feito por Makarova e colaboradores (2011), onde 50,92%
das bactérias estudadas eram deste filo.

O resultado o RAFTS3G para as sequéncias DR de arqueas nao apresentou
um cluster com grande densidade. Entre os 250 clusters formados, os com maior
numero de membros foram o Cluster 36A com 55 sequéncias DR, e o Cluster 38A
com 33 sequéncias, e entre os demais 131 sao clusters unicos (com uma unica
sequéncia). No que se refere a analise taxonémica, nossos resultados corroboram
com o que foi visto por Makarova (2011), onde 66,23% das arqueas pesquisadas em

seu estudo eram membros do filo Euryachaeota. Nossos dados trazem valores que



38

demonstram que 70,03% das arqueas com CRISPR confirmado sdo também deste
filo.

Cabe observar que o numero elevado de clusters indica uma grande
diversidade entre as sequéncias DR e, consequentemente, um baixo indice de
identidade (<50%) entre as sequéncias disponiveis. Com o sequenciamento de novos
genomas bacterianos que apresentem CRISPR, poderao surgir novas sequéncias DR
que potencialmente apresentem similaridade equidistante entre sequéncias presentes
em diferentes clusters observados atualmente, permitindo que ocorra a fusédo entre
dois ou mais clusters vistos nesse trabalho. Por enquanto, entende-se que as
sequéncias DR sd&o mais conservadas no dominio bactéria do que o observado entre
as arqueas.

As sequéncias do Cluster 1B e do Cluster 260B, que juntas representam
16,11% das sequéncias DR de bactérias, foram escolhidas para serem confrontadas
com bancos de dados publicos que disponibilizam ferramentas de busca por
similaridade de sequéncias com outros organismos ou regides especificas. O
resultado dessa busca permitiu identificar alguns padrdes de sequéncia n&o descritos
na literatura quanto a algumas fungdes e estruturas das sequéncias DR e, ao mesmo
tempo, foi possivel confirmar o indice de identidade entre as sequéncias como critério
de agrupamento.

Os resultados mais relevantes foram vistos nas bases ACLAME (LEPLAE;
LIMA-MENDEZ; TOUSSAINT, 2010) e RNAcentral (RNA CENTRAL CONSORTIUM,
2017) descritos a seguir, e outras ferramentas foram utilizadas para dar base ao visto

em ambas.

6.3 ANALISE QUANTO A PRESENCA DE ELEMENTOS GENETICOS MOVEIS

Todas as sequéncias DR presentes nos clusters 1B e 260B foram submetidos
a base de dados ACLAME a procura de elementos genéticos méveis. Os dados
referentes a essa consulta puderam ser exportados na forma de tabela e trazem
informacdes como: identificador da sequéncia de consulta; tamanho da sequéncia
alvo; identificagao, nome, tipo e hospedeiro do MGE; bit-score; e-value; percentual de
identidade, entre outros.

Para o Cluster 1B foram 645 ocorréncias de similaridade entre as sequéncias

DR e genes referentes a MGEs em 181 das 1.001 sequéncias pertencentes a esse
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cluster. Entre esses, 96 sao caracterizados como profagos e 549 como plasmideos.
Entre os plasmideos é possivel identificar quatro MGEs distintos, que codificam seis
genes diferentes em seis familias de proteinas das quais quatro sao classificadas
como proteinas hipotéticas, uma sendo provavel proteina reguladora transcricional da
familia GntR (relacionada ao Rhizobium etli CFN 42), e uma transposase pertencente
a familia 1IS605 OrfB. Além disso, os resultados mais representativos ocorrem 14
vezes e correspondem ao plasmideo plPL (id: 804) que tem como hospedeiro principal
a proteobactéria Legionella pneumophila str. Lens, trazendo valores de bit-score de
58, e-value de 5,003, e um percentual de identidade de 100%.

Das 96 sequéncias classificadas como préfagos, foram identificados quatro
MGEs diferentes, com quatro genes para quatro diferentes proteinas, sendo duas
classificadas também como proteinas hipotéticas e duas como supostas proteinas
associadas a fagos. Os quatro MGEs identificados tém como hospedeiro principal
diferentes espécies do género Neisseria. Os valores de bit-score, e-value e percentual
de identidade s&o de 52, 2,00"' e 100%, respectivamente, para todos os resultados.
Todos os resultados referentes a analise pelo ACLAME das sequéncias DR do Cluster
1B podem ser vistos no APENDICE 1.

O ACLAME classificou 24 das 140 sequéncias pertencentes ao Cluster 260B,
retornando 25 ocorréncias de similaridade entre MGEs e as sequéncias DR. Apenas
plasmideos foram identificados, sendo os resultados mais expressivos referentes ao
bit-score de 58, e-value de 5,00 e percentual de identidade de 100% para trés
ocorréncias do plasmideo SCP1 presente em Streptomyces coelicolor. Os resultados
obtidos na analise do Cluster 260B podem ser vistos no APENDICE 2.

Esses resultados apontam a possibilidade de uma discussao referente a
origem das sequéncias DR, sendo que elas também poderiam ser derivadas de MGEs

assim como os espacgadores.

6.4 RNACENTRAL E RFAM

As diferentes sequéncias dos clusters 1B e 260B foram submetidas a
ferramenta de busca do RNAcentral. Nessa ferramenta, as buscas podem ser
realizadas por sequéncias de DNA ou RNA, ou por cédigos de identificacao do préprio

site.
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6.4.1 Cluster 1B — Maior grupo de sequéncias DR de bactérias

Para o Cluster 1B, os melhores resultados vém de duas sequéncias que se
diferenciam entre si em apenas um nucleotideo (sublinhado) presentes no FIGURA 8.

O resultado dessas e das demais sequéncias pode ser visto no APENDICE 3.

FIGURA 8: SEQUENCIAS QUE APRESENTARAM OS MELHORES RESULTADOS ENCONTRADOS
NO CLUSTER 1B

>Cluster_1_NC_017160_3
GTTCACTGCCGCACAGGCAGCTTAGAAA
>Cluster_1_NC_017626_3

GTTCACTGCCGTACAGGCAGCTTAGAAA

FONTE: RAFTS3G (2018).
NOTA: Quadro representativo contendo as duas sequéncias DR do Cluster 1B que apresentaram os
melhores resultados na pesquisa feita na ferramenta RNAcentral. E possivel notar a grande
similaridade entre elas, sendo que se diferenciam apenas por um nucleotideo (sublinhado). O resultado
completo dessa e das demais sequéncias a consulta ao RNAcentral pode ser visto no Apéndice 3.

A primeira sequéncia da FIGURA 8 corresponde a sequéncia DR vista no
CRISPR de Yersinia pestis D182038 (GCF_000022825.1, GCA_000022825.1) e em
outros 43 CRISPRs. A pesquisa no RNAcentral resultou em uma sequéncia
correspondente e classificada como CRISPR RNA direct repeat element, encontrada
em 28 diferentes espécies, apresentando 100% de identidade, cobertura de consulta
e cobertura de alvo.

A segunda sequéncia da FIGURA 8 pertence ao CRISPR de Escherichia coli
042 (GCF_000027125.1, GCA_000027125.1) e se repete em outros 40 CRISPRs.
Assim como no caso anterior, houve correspondéncia exata com uma sequéncia
também classificada como CRISPR RNA direct repeat element. Nesse caso, a
sequéncia esta presente em 39 espécies distintas. Os valores resultantes também
foram de 100% para os trés parametros citados anteriormente.

Além desses resultados numéricos, o RNAcentral traz uma arvore taxonémica
dos organismos que apresentam a sequéncia, bem como a classificacdo no Rfam e
no QuickGO (Gene Ontology and GO Annotations), ferramenta web que visa
especialmente descrever fungbes moleculares, processos bioldgicos e localizagdes
celulares relacionados a determinados genes (BINNS et al., 2009). Na consulta

referente as duas sequéncias da FIGURA 8, o Rfam direciona para uma mesma
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familia identificada como RF01317 e para a mesma descricdo no QuickGO,
identificada como GO:0006952.

Segundo o QuickGO, esse RNA CRISPR é definido como um processo
bioldgico de resposta de defesa a um corpo estranho que possa causar danos ao
organismo atacado. No Rfam, o resultado corresponde a familia CRISPR-DR4, que &
fortemente ligada as sequéncias de busca visto seu baixo e-value (2,2'?). Além disso,
o Rfam fornece a visualizagcdo da estrutura secundaria representativa da familia,
mostrando as regides mais conservadas e a estrutura em grampo conhecida do
sistema CRISPR, estrutura que pode ser revista na FIGURA 4.

Quanto a visualizagédo da arvore taxonémica dada pelo RNAcentral, um
resultado intrigante foi visto para a segunda sequéncia. Ja na base da arvore ocorre
a divisdo entre bactérias e eucariotos como portadores da sequéncia, algo inesperado
partindo do pressuposto de que apenas procariotos apresentam o sistema CRISPR
(FIGURA 9).
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Ao analisar o resultado do Rfam, a opgao “Species” permite ver as espécies
daquela familia de RNAs na forma de sunburst (exploséo solar). Essa representacéo
mostra a distribuicdo taxondmica separando cada n6é da arvore como um arco, € a
coloragao varia de acordo com o reino, sendo as arqueas representadas em tons
laranjados, os procariotos identificados em tons verdes e eucariotos retratados em
tons roxos. Ao analisar a arvore da familia CRISPR-DR4 é possivel notar novamente
a presencga de eucariotos junto as bactérias apresentando sequéncias DR de CRISPR.
Sao 20 sequéncias distribuidas em 10 espécies diferentes de eucariotos, e 252
sequéncias em 185 espécies de bactérias. A FIGURA 10 mostra a distribuicdo em

sunburst.

FIGURA 10: REPRESENTACAO DA ARVORE TAXONOMICA DA FAMILIA CRISPR-DR4
MOSTRANDO A OCORRENCIA EM EUCARIOTOS

Eukaryota
Vindiplantae
Streptophyta
Liliopsida
Foales

Triticum urarty

Weight segments by...

® number of sequences
) number of species

Change the size of the sunburst

Small Large

- i =

L)

Colour assignments

.Archea .Eukaryota

Bacteria

Other sequences

. Viruses . Unclassified

Viroids Unclassified sequence

FONTE: Adaptado de Rfam (2018).

NOTA: Captura de tela referente a distribuicdo de espécies para a familia CRISPR-DR4 ilustrada na
forma de sunburst (em portugués, explosao solar) trazida pela ferramenta Rfam. Nela os diferentes
dominios sao representados por cores e cada né de taxonomia é representado por um arco. Eucariotos
sdo representados em tons roxos, bactérias em tons verdes e arqueas em tons laranjas. Assim, &
possivel notar que o Rfam relaciona a presenga de sequéncias de RNA CRISPR em eucariotos assim
como foi visto no RNAcentral, sendo que 12 diferentes espécies de eucariotos apresentam sequéncias
pertencentes a familia CRISPR-DR4.
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Uma das espécies com indicagdo da presenca do sistema CRISPR é a
Triticum urartu (em roxo na FIGURA 10), uma espécie de trigo selvagem (LING et al.,
2013). No intuito de compreender o motivo de encontrar essa espécie entre os
portadores de CRISPR, tomou-se o cuidado em se obter a sequéncia contida no ENA
(KD046323.1) a partir do link vindo do préprio RNAcentral para garantir que a exata
sequéncia onde aquele dado foi encontrado fosse analisada.

Inicialmente, a sequéncia foi analisada pelo software CRISPRCasFinder.
Segundo essa analise, a sequéncia de Triticum urartu apresenta duas estruturas
CRISPR com nivel de evidéncia igual a quatro, o maior alcancado. Os dados
referentes aos dois CRISPRs estao no QUADRO 3 e as imagens referentes as regides
estdo nas FIGURAS 11 e 12.

QUADRO 3: DADOS REFERENTES AOS CRISPRS ENCONTRADQO EM Triticum urartu

- . Conservagao . Numero de
CRISPR Inicio | Fim DR Sequéncia DR consenso espacadores
KD046323.2 | 3757 | 4804 97,79% TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC 17
KD046323.3 | 13353 | 14580 98,03% TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC 20

FONTE: a autora (2018).
NOTA: Quadro contendo os dados referentes aos dois CRISPRs identificados pela ferramenta
CRISPRCasFinder para Triticum urartu, como numero de identificagdo, posicdo de inicio e fim,
conservagao da sequéncia DR, DR consenso € o numero de espagadores.

FIGURA 11: CAPTURA DE TELA REFERENTE A REGIAO DO PRIMEIRO CRISPR ENCONTRADO

EM Triticum urartu

Regior‘ls

3657 GAACTCAAAGCAGCCTACGTGATAGTGGGTAAATTTTTTTATGCAGAATATGCTACACACGAGCCTTTGCCTGCGCGACAAACCTATCCGCCGCTGCCTG
3767 TTTCTAAACTGCTTGTACGGCAGTGAAC TTACCTGAAGGTTACGACGTAGTCGGCAGAAT
3817 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GGCTACGATGAATGCGATCTGACGCTCATTCA
3577 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC TGACTCTGTCGAGAATATCGCCCGCGCCCTGT
3937 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC CGGTGGTAGTAGAGCATTACGCCGCGCTGCCC
3997 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC TAATCACAATCGCCGTTATCAGCCGCCAGAAC
4067 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC TGATGTTTCTGTGAGTATTCGCCGTCGCAGAA
4117 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GCGTTTACGATTCCAGCCCCGTCACATCCCAG
4177 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC TTCAGCACGCTGTAATTGCCGTTTTCCCGAAA
4237 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC CTCCCAGT TAGCCGCGTCAAGGTATTTAAGCA
4297 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC CAATTCATAAACAGCACGCTGTTCAGAGTATG
4357 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC ATCCAGAT TGGCTGCCACTGGCGCAGAAGAGC
4417 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GCTCCGAACTATCGAACTGCGCTCCATGCTAT
4477 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC ATCCAGAT TGGCTGCCACTGGCGCAGAAGAGC
4537 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GCTCCGAACTATCGAACTGCGCTCCATGCTAT
4597 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GCTCCGAACTATCGAACTGCGCTCCATGCTAT
4657 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC CGCTTGAAACTATGGCGCTGTAGATATCTGAG
4717 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GGGCGGATTATTCTGGGGTCGGCGGCCTCAAT
4777 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC

4805

TGTTAGAAACTCGCAAAAATATCTGCTTAAACAAAGAGAT CATCCACT TTCAATCTAAAAACCCTATT TAAAACCTGCCGTTAGCACCCCATAAAATCAA
FONTE: CRISPRCasFinder (2018).

NOTA: Captura de tela tirada a partir da ferramenta de busca CRISPRCasFinder ilustrando o primeiro
CRISPR com alto grau de evidéncia (4) encontrado na sequéncia de Triticum urartu (KD046323.1). Na
primeira e ultima linhas da sequéncia estéo regides flanqueadoras de 100 nucleotideos, em amarelo
estdo as sequéncias DR do arranjo e em cores diversas os 17 espagadores.



FIGURA 12: CAPTURA DE TELA REFERENTE A REGIAO DO SEGUNDO CRISPR ENCONTRADO

EM Triticum urartu

Regions

13253
13353
13413

TCACAACTTTTCCTGCCTGATAAGAGTACACCTCTGGT TTTGTGATCGAAGCTTTATAATGAGCTTGTTCGCTGCTGAATCATGGGCTTAAGCATGAAGT

GTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC

CCGCTGCTGTCGCGCGTGGAATACCTGCAACG

13473 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GGCTTGCGATGATGCCACTGCATGAAGCCTAT
13523 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC ACGCAGGTGCAGCTATCGATTGAGATGCTTGA
13593 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC ATAAGCCATATTTTGAACATCTCCCGCATTCT
13653 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GAGCTGAAAATGTTTGTGTACAGCAGCCTGAT
13713 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GCTGTTCCGTCCGCCCTCGGGCGTTTTGTTGT
13773 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC AGTGACATTAGCCGCCTTGAGAAGCTCCTCAG
13833 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC GGGTTCACGACTGACGAGCTGATCCTTACTAC
13893 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC CGCATCCGTCAGCGACATCGCTCGTCGAGTTC

13953
14013
14073
14133

TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC

GGCGTCCCAGCAGACAACCCTGCGCTGGATGA
AACCATGCGGGGATGGTGCCGTATGCATCCAT
CGTAAACACGCTCTGCGCCAGGCTGCTTCAGA
ACCGGGCAGCAGATGCCCTACTCCGTGCACGC

14193 TTTCTAAGCTGCCAGTACGGCAGTGAAC
14253 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
14313 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
14373 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
14433 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
14493 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
14553 TTTCTAAGCTGCCTGTACGGCAGTGAAC
14581 GGTTGGCAAAATACTCTAACTCGT TATAAACATTATTCAATTGCTGCACTCTTGGTAAAAACCCTTTTTTAAAGCCGTTCGATTATGTCGTTTAAAATCA
FONTE: CRISPRCasFinder (2018).

NOTA: Captura de tela tirada a partir da ferramenta de busca CRISPRCasFinder ilustrando o segundo
CRISPR com alto grau de evidéncia (4) encontrado na sequéncia de Triticum urartu (KD046323.1). Na
primeira e ultima linhas da sequéncia estao regides flanqueadoras de 100 nucleotideos, em amarelo
estdo as sequéncias DR do arranjo e em cores diversas os 20 espagadores.

CGCGCTCCCCATCGCTGACAAGCTTCCAGCCA

TTCAACAGGGCTTCTTTGCTGTCGGCATCAAC
ACGTACAGCGACGAGAAAGAACCGCCGGATGT

Buscando pelos espagadores desses potenciais CRISPRs na base ACLAME,
foi notada compatibilidade de pelo menos um deles com o plasmideo pBBtaO1
encontrado em Bradyrhizobium sp. BTAi 1, uma bactéria fixadora de nitrogénio que
em geral pode formar nédulos na haste e raiz da planta (GIRAUD et al., 2007), com
valores de 52 para o e-value e 100% de identidade.

Além disso, essa sequéncia oriunda do Triticum urartu foi analisada pelo
software SILA, responsavel por fazer anotagdo automatica de genes procariéticos
(VIALLE, 2013). Essa anotagao retornou um agrupamento de genes Cas, todos na

mesma fita, como é possivel ver na recuperacgao de tela mostrada na FIGURA 13.

FIGURA 13: CAPTURA DE TELA MOSTRANDO GENES CAS EM Triticum urartu

CRISPR-associated protein Csy4 Erwinia 5487 4938

piriflorinigrans
MULTISPECIES: CRISPR-associated
protein Cass
CRISPR-associated protein

Serratia 6365 5501

'
=

Dickeya dianthicola 7480 6529

' '
[,

CRISPR-associated protein Erwinia pyrifoliae 8835 7482
CRISPR-associated protein Cas3 Pectobacterium 12208 8929
wasabias

'
-

CRISPR-associated protein Casl

FONTE: SILA (Vialle, 2013).
NOTA: A imagem acima mostra a captura de tela referente ao software SILA, responsavel pela
anotacao automatica de genes procariéticos. A analise foi feita através da submisséo da sequéncia de

Erwinia pyrifoliae 13182 12210
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Triticum urartu (KD046323.1) em formato fasta e seis diferentes genes Cas foram identificados. Na
segunda coluna constam organismos dos quais houve maior similaridade de sequéncia entre os genes
conhecidos e o0s genes encontrados, sendo que a grande maioria desses organismos sao
fitopatdgenos, ou seja, sdo patégenos de plantas. Além disso, é possivel notar que todos os genes
encontrados estdao na mesma fita (indicado pelo —1) e estdo organizados em sequéncia como operon
(colunas 3 e 4).

O que pode justificar essa ocorréncia de genes Cas e provavel presenga do
sistema CRISPRs nessa espécie de trigo é a capacidade do sistema CRISPR em
conferir resisténcia a virus em plantas, sendo que essas plantas tém o CRISPR
inserido no seu genoma e isso faz com que elas ndo tenham mais sintomas de
doengas causadas pelos virus que as atingia (ALl et al., 2016). Outras pesquisas ainda

sao necessarias para elucidar melhor esse mecanismo.

6.4.2 Cluster 260B — Segundo maior grupo de sequéncias DR de bactérias

Os melhores resultados das analises realizadas nas sequéncias DR presentes
no Cluster 260B foram obtidos de duas sequéncias que se diferenciam entre si pela
adicado de duas adeninas no final da primeira sequéncia (sublinhado), como mostra a
FIGURA 14. O resultado dessas e das demais sequéncias podem ser vistos no
APENDICE 4.

FIGURA 14: SEQUENCIAS QUE APRESENTARAM OS MELHORES RESULTADOS
ENCONTRADOS NO CLUSTER 260B

>Cluster_260_NZ_CP010172_2
GTGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATAAA
>Cluster 260 NZ_LT571437 2
GTGTTCCCCGCGCCAGCGGGGATA

FONTE: RAFTS®G (2018).
NOTA: Quadro representativo contendo as duas sequéncias DR do Cluster 260B que apresentaram os
melhores resultados na pesquisa feita na ferramenta RNAcentral. E possivel notar a grande
similaridade entre elas, sendo que se diferenciam apenas por dois nucleotideos no final da sequéncia
(sublinhado). O resultado completo dessa e das demais sequéncias a consulta ao RNAcentral pode ser
visto no Apéndice 4.

A primeira sequéncia corresponde a DR do CRISPR de Escherichia coli H8
(GCF_001900835.1, GCA_001900835.1) e nao se repete em outros CRISPRs nesse

cluster. Essa pesquisa no RNAcentral teve correspondéncia com 100% de identidade
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e cobertura da consulta com uma sequéncia identificada como Escherichia coli 2-316-
03 _S4 C1 partial 16S ribosomal RNA.

A segunda sequéncia € proveniente do CRISPR de Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Java (GCF_900086565.1, GCA _900086565.1),
exclusivamente. E relevante registrar que ha grande similaridade entre essas duas e
outras 51 sequéncias, sendo que, em geral, apenas sao acrescidas por poucos
nucleotideos no final da sequéncia. Essa sequéncia também obteve resultado de
100% de identidade e cobertura de consulta com a sequéncia identificada como
Escherichia coli 2-316-03_S4_C1 rRNA. Apesar de identificadas em organismos
diferentes, o resultado quase idéntico provavelmente se deve a proximidade
taxonémica entre a Escherichia coli e a Salmonella, e ha possibilidade de que tenha
ocorrido transferéncia horizontal de genes entre esses géneros proximos.

A ocorréncia de similaridade com rRNA abre caminho para discussao sobre a
conservagao das sequéncias DR de forma semelhante a conservagao de regides de

rRNA. Outras analises sao necessarias para elucidar essa ocorréncia.

6.5 ANALISE DE FILOGENIA PELO USO DA FERRAMENTA SWEEP

Buscando investigar se a composig¢ao nucleotidica dos genes Cas? e Cas2tem
relagdo com o processo de insergdo de novas sequéncias DR no arranjo CRISPR,
obteve-se as sequéncias em nucleotideos dos dois genes supracitados através da
ferramenta CRISPRCasFinder para um representante de cada sequéncia DR distinta
presente no Cluster 1B escolhido aleatoriamente.

Logo de inicio foi possivel notar que, diferentemente do que é descrito na
literatura (MAKAROVA et al., 2006), esses genes nao sao universais, uma vez que
Cas1 foi encontrado em 24 dos 30 representantes, enquanto CasZ2 foi visto em 15 dos
mesmos organismos.

Ao comparar as arvores filogenéticas das sequéncias dos genes Cas? e Cas2
com as arvores das sequéncias DR, observou-se baixa similaridade entre elas e
consequente auséncia de regides motivos para identificar uma correlagao direta entre
os segmentos. Nao foram identificadas regides conservadas concomitantes nessas
sequéncias, o que permite afirmar que a origem da composi¢cao da sequéncia DR nao

se encontra presente nas sequéncias desses genes ou nas regides adjacentes.
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Sendo assim, a origem e incorporagdo de novas sequéncias DR n&o tém
relacdo direta com a composigao nucleotidica das sequéncias presentes nos genes
Cas1 e Cas2. As arvores podem ser vistas nos APENDICES 5 (relativo a Cas?) e 6

(relativo a Cas2).

6.6 ANALISE SIMULTANEA ENTRE ARQUEAS E BACTERIAS

O agrupamento realizado com a ferramenta RAFTS®*G usando todas as
sequéncias DR de bactérias e de arqueas forneceu 1.333 clusters, dos quais dois
apresentaram sequéncias referentes a arqueas e bactérias simultaneamente: o
Cluster 109AB" (com 31 sequéncias de bactérias e uma sequéncia de arquea), e o
Cluster 1270AB (com duas sequéncias de bactérias e uma de arquea). Analises
realizadas em busca do ancestral entre esses pontos de intersec¢ao nao foram
suficientes para inferir um ancestral comum entre os reinos. Dessa forma, € possivel
que dois eventos independentes de HGT tenham ocorrido entre esses organismos
presentes nos dois clusters. Entretanto, faltam indicios que comprovem uma real

relagdo de descendéncia entre os organismos desses dois clusters.

6.7 ANALISE DAS SEQUENCIAS DE DNA DOS ESPAGCADORES

Os dados referentes as sequéncias de DNA dos espacadores foram obtidos
pelo arquivo de instalagdo do software phageParser (BONSMA et al., 2016). Nesse
arquivo os organismos estdo identificados por um numero compativel com o
CRISPR _id proveniente do CRISPRdb, seguido de sua posi¢cao no arranjo CRISPR
(ex. NC_019042_2_8). E importante dizer que, diferentemente das sequéncias DR, os
espacgadores nao estao separados entre arqueas e bactérias, uma vez que um mesmo
espacador pode estar presente em ambos os reinos.

O arquivo ‘spacerdatabase.txt’ apresenta 120.497 sequéncias de espacadores,
varios compartilhados por mais de um organismo ou arranjo CRISPR. Essas
sequéncias, assim como as sequéncias DR, foram salvas em arquivo multifasta e
agrupadas através da ferramenta RAFTS®*G com critério equivalente ao alinhamento

de no minimo de 50% de identidade. Os resultados apresentaram grupos com baixa

' AB refere-se a agrupamentos entre arqueas e bactérias.
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densidade. Foram formados 115.825 clusters, sendo o maior deles com 34
sequéncias; percentual baixo, consequéncia da pequena identidade entre as
sequéncias, diferentemente do que € visto entre as sequéncias DR.

Quanto as caracteristicas dos espacgadores, foi possivel notar uma diferenca
em relagcado ao conteudo GC quando comparado com o conteudo GC observado nas
sequéncias DR. Enquanto que nos clusters principais das sequéncias DR o conteudo
GC ultrapassa a faixa de 65%, entre os espagadores o conteudo GC médio é de
47,70%. Sabe-se que a maior hipétese sobre a origem dos espagadores seja o
genoma viral; tendo isso em vista, o fato do conteudo GC dos espagadores ser menor
que o visto nas sequéncias DR é explicado pelo conceito afirmado na literatura de que
0 genoma viral tem, em geral, conteudo GC 7% menor do que o conteudo GC do
genoma bacteriano (KUNIN; SOREK; HUGENHOLTZ, 2007; POURCEL,
SALVIGNOL; VERGNAUD, 2006).

A analise quanto a presenca de MGEs ficou comprometida devido ao numero
de sequéncias, tendo em vista que a ferramenta ACLAME permite apenas entrada de
1.000 sequéncias a cada consulta. Assim, um teste amostral com as 1.000 primeiras
sequéncias retornou 258 MGEs para 150 diferentes espagadores. Entre eles, sdo 196
MGEs diferentes que se dividem em 118 plasmideos, 44 virus e 34 profagos. Todos
os resultados obtidos podem ser vistos no APENDICE 7.

Os resultados mais representativos (com menor valor de e-value) sao todos
para virus que tém como hospedeiros organismos do género Methanothermobacter,
e seu CRISPR de origem vem da arquea Methanothermobacter thermautotrophicus
str. Delta H. E interessante dizer que os sete espagadores com melhores resultados
na pesquisa do ACLAME estao presentes no mesmo arranjo CRISPR do organismo
citado acima.

Esperavamos que todos os espacadores pesquisados através do ACLAME
fossem compativeis com algum MGE, partindo do conceito firmado de que os
espacgadores sao sequéncias curtas provenientes de material exdbgeno contaminante
que invade o genoma da bactéria ou arqueas. Por esse motivo, o0 encontro de
correspondéncias entre MGEs e espacadores em apenas 150 das 1.000 sequéncias
analisadas € surpreendente. Isso corrobora com o que foi visto por Shmakov e
colaboradores (2017), onde para apenas 7% (em média) dos espacadores
pesquisados foi detectado um protoespagador (sequéncia homodloga) compativel.

Assim, os pesquisadores afirmam que os demais espagadores s&do, em geral, "matéria
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escura" e abrem a possibilidade de que eles sejam originados de mobilomas
microbianos préprios de cada espécie, ideia que ainda deve ser desbravada
(SHMAKOV et al., 2017).

7 CONCLUSAO

A analise exploratéria de sequéncias de DNA de regides gendmicas associadas
ao sistema CRISPR foi realizada a partir de etapas que abrangeram desde a coleta
de dados para o povoamento de um banco de dados local, a selecdo de organismos
com genomas completos e CRISPR confirmado e de suas sequéncias estruturais
basicas (DR e espagadores), até a analise dos resultados oriundos do agrupamento
com base na identidade das sequéncias e confronto com bases de dados publicas.

Com base nos dados encontrados e nas analises realizadas, conclui-se:

I.  Os componentes principais do arranjo CRISPR — DR e espagadores — estéo
relacionados com diferentes estruturas funcionais descritas
Isso pbéde ser visto através da similaridade de sequéncias com alguns
elementos genéticos moveis, bem como semelhangas com regides de RNA CRISPR
e compatibilidade de regides com Ilhas Genbmicas.
[I. Ha alta correlagdo entre sequéncias DR e RNAs conservados em um dos
clusters
A grande similaridade entre algumas sequéncias DR do Cluster 260B de
bactérias, o segundo de maior densidade, e regides de RNA ribossomal 16S trouxe a
possibilidade de estudar a conservagao e disseminacgao do sistema CRISPR entre os
organismos através da analise de 16S.
lll. CRISPR esta sendo transferido horizontalmente de bactérias para
eucariotos
O encontro de arranjos CRISPR na espécie de trigo Triticum urartu trouxe a
tona o fato de que bactérias tém a capacidade de transferir horizontalmente essa
estrutura para eucariotos que, por sua vez, a usam como um artefato de resisténcia
adquirida, se protegendo de lesdes antes causadas por organismos fitopatogénicos.
IV. Existe a possibilidade de inferir o ancestral comum entre bactérias e arqueas
A ocorréncia de dois clusters com organismos dos dominios arquea e bactéria

simultaneamente trouxe a possibilidade de inferir um ancestral comum entre os dois
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reinos; porém, as analises executadas neste desenvolvimento ndo foram suficientes
para responder esta questao e novas sequéncias CRISPR provavelmente sdo a peca-
chave para solucionar esse questionamento.

V. Falta de informagdes sobre a real origem dos espagadores e de sequéncias
DR

Existe na literatura o conceito firmado de que os espacadores tém origem de

elementos genéticos moveis como plasmideos e bacteriéfagos. Porém, os confrontos
entre sequéncias de espagadores e bancos de MGEs demonstraram que a grande
maioria dos espacadores nao apresenta uma sequéncia homoéloga com um MGE
conhecido, trazendo o conceito de que os espagadores sdo uma "matéria escura" que
precisa ter sua origem melhor descrita. Ja sobre as sequéncias DR, foi possivel notar
que a sua origem nao tem relagdo com a composigao nucleotidica dos genes Cas1? e
Cas2, sendo que as arvores filogenéticas nao tiveram regides de similaridade. A forma
como Cas? e Cas2 interferem na origem e inser¢ao de novas sequéncias DR ainda
precisa ser melhor estudada.

VI. Devido a baixa diversidade observada no maior cluster de DRs, era esperado
uma relagao de sintenia maior entre os genes Cas

Durante as analises foi possivel notar que as sequéncias DR dentro dos

clusters sao bastante conservadas e pouco diversas dentro das espécies; com base
nisso, esperava-se que 0 mesmo ocorresse entre os genes Cas, fazendo com que a
relagao de sintenia entre eles fosse ampla, porém percebeu-se que eles estdo menos

conservados quando comparados as DRs.

Para o futuro, espera-se estudar os demais clusters além dos dois de maior
densidade, possibilitando assim descobrir novas relagdes com estruturas conhecidas.
Ainda, conforme o numero de genomas sequenciados aumente e novos CRISPRs
sejam descritos, havera a necessidade de repeticdo do estudo partindo de novo
agrupamento, visto que podera haver mudanga na composigao dos clusters. Por fim,
faz-se extremamente necessaria a criagcdo de um banco de dados bem consolidado
de elementos genéticos moveis, buscando aumentar o poder de resposta sobre qual
€ realmente a origem dos espagadores e de qué os organismos se protegem ao

adquiri-los.
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