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RESUMO

O presente estudo possui como objetivo aplicar uma metodologia de andlise de
sequéncia-estrutura, para estimar a arvore evolutiva do género de parasitos flagelados
Trypanosoma, e realizar a comparagdo entre métodos de inferéncia ja utilizados pela
literatura, como a analise concatenada entre a sub-regido V7V8 do marcador molecular
SSU 18S rDNA e o gene gGAPDH, além da analise somente com o gene SSU 18S rDNA.
Através das analises comparativas, pode-se perceber que os resultados estao de acordo com
as informagoes prévias geradas pelas analises baseadas em dados com o gene 18S rDNA,
corroborando teorias evolutivas e a ordem geral de ramificagdo das topologias. Assim, a
andlise de sequéncia-estrutura possibilitou acessar relagdes filogenéticas profundas entre
as espécies de tripanossomas. A nova metodologia de sequéncia-estrutura conseguiu
acessar todos os subgéneros conhecidos até entdo utilizando um unico marcador molecular
(SSU 18S rDNA) com maximo valor de suporte. Além disso, os resultados da andlise de
sequéncia-estrutura foram mais robustos do que as demais andlises, mais sensiveis a
artefatos deixados por taxons Rogue (id.est. incertae sedis) e a espécies ligadas ao efeito
de atragdo de ramos. Saber qual foi a real historia evolutiva destes parasitos ¢ uma
incognita, mas a utilizagdo de ferramentas que oferecam maior poder de resolucao para as
relagdes filogenéticas pode ser uma saida. Desse modo, o presente estudo indica uma
ferramenta altamente eficiente para analises filogenéticas de Trypanosoma. Ademais, a
utilizagao de metodologias que permitem analises profundas do agrupamento, exigindo

menos marcadores moleculares, s3o de extrema importancia.

Palavras-chave: Arvore filogenética; Sequéncia-estrutura; SSU 18S rDNA;

gGAPDH; Evolucao.



ABSTRACT

The present study aims to apply a methodology of sequence-structure analysis to
estimate the evolutionary tree of the genus of flagellate parasites Trypanosoma, and to
compare inference methods already used in the literature, such as the concatenated analysis
between the V7V8 subregion of the SSU 18S rDNA molecular marker and the gGAPDH
gene, and the analysis only with the SSU 18S rDNA gene. Through the comparative
analyses, it could be seen that the results are in agreement with the previous information
generated by the analyses based on data with the 18S rDNA gene, corroborating
evolutionary theories and the general branching order of the topologies. Thus, sequence-
structure analysis made it possible to access deep phylogenetic relationships among
trypanosome species. The new sequence-structure methodology was able to access all
previously known subgenera using a single molecular marker (SSU 18S rDNA) with
maximum support value. Furthermore, the results of the sequence-structure analysis were
more robust than the other analyses, more sensitive to artifacts left by Rogue taxa (id.est.
incertae sedis) and to species linked to branch attraction effect. Knowing what the real
evolutionary history of these parasites was is an unknown, but the use of tools that offer
greater resolving power for phylogenetic relationships may be a way out. Thus, the present
study indicates a highly efficient tool for phylogenetic analysis of Trypanosoma.
Furthermore, the use of methodologies that allow deep grouping analyses, requiring fewer

molecular markers, are of extreme importance.

Keywords: Phylogenetic tree. Sequence-structure. SSU 18S rDNA. gGAPDH.
Evolution.



LISTA DE ILUSTRACOES

Capitulo Unico

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Concatenate phylogeny of gGAPDH and V7V8 18S rDNA obtained by
Maximum Likelithood with bootstrap values of 150 pseudo-replicates. The
tree is rooted at non-Trypanosoma trypanosomatids. The classification by
clades, as explained in Hamilton and Stevens (2017), as well as the new
classification by subgenera (subg.), of Kostygov et al. (2021), are depicted.
The scale bar indicates evolutionary
ISTANICES. ¢ttt ettt 85
18S rDNA sequence-structure tree obtained by Maximum Likelihood with
the same taxon sampling of Fig. 1. Bootstrap values from 100 pseudo-
replicates are mapped at the appropriate internodes. The scale bar indicates
evolutionary distances. The tree is rooted at non-Trypanosoma
trypanosomatids using the same species of Fig. 1. The classification by
subgenera (subg.), of Kostygov et al. (2021), is
AEPICTEA. ..t 86
Comparison between 18S rDNA tree topologies. (A) Consensus tree of the
sequence-structure method (A) is presented side-by-side with the tree
generated based only on long sequences (> 1500 bp) of the same gene (B).
Both trees were generated from the same taxon sampling and rooted by non-
Trypanosoma trypanosomatids. Trees were estimated by Maximum
Likelihood using 100 and 800 pseudo-replicates, respectively. The scale bar
indicates evolutionary distances. The classification by subgenera, of
Kostygov et al. (2021), is depicted. Subgenera that do not show differences
n the inter-specific relationships were

COLLAPSEA. ...t 88



LISTA DE TABELAS

Capitulo Unico
Tabela 1 — Primers utilizados para a extragao via PCR in silico da regido V7V8 das
sequéncias de tripanossomas e grupo externo. (*) Primer reverso distinto

utilizado apenas no caso da reagao in silico de Trypanosoma brucei

Tabela2  — Compilado das sequéncias utilizadas de tripanossomas, seus respectivos

hospedeiros,  localizagdo  geografica e  referéncia  bibliografica



1.1
1.2
1.3
1.3.1
1.3.2

1.3.2.1
1.3.2.2
1.3.23
1.3.2.4
1.3.2.5
1.3.2.6
1.3.2.7
1.3.2.8
1.3.2.9

1.4

SUMARIO

INTRODUGCAQ GERAL...uocectreeeeresssesessesssssssesssssssssssessessssssssessssssessesns 13
Familia Trypanosomatidae € aspectos SErais ...........ccoeevueruereenieneenieeneeneennes 13
Historico Taxonomico do género Trypanosoma ..............cceeceeeceeeeeeeeeeneeennee. 16
A historia evolutiva de T7ypanosSoma ............c.eeeeeeeeeeeeceeescieeeeieeeceeeeeee e 19
GENETO TTYDANOSOMA. ... eee et eeessaeesaeeesseeeenseeens 19

Subgéneros atualmente conhecidos de Trypanosoma segundo a classificagao

de Kostygov et al., (2021)....ccceiieiieeieeeiee et 20
Subgéneros Haematomonas € TrypanoSOmMa.................cceeeeeeeueerceeeseeenvensenann. 22
Subgéneros Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon € Pycnomonas.............. 23
Subgenero Squamatrypanum................ccceeecveeeeciiesiieeeiee e 24
Subgénero Crocotrypanum + TrypanoSoma terrestris..........cccueueueercveeevunanns 25
Subgénero Australotrypanum + Trypanosoma pestandi...................c.....c...... 25
Subgéneros Trypanomorpha € AVitrypanum...............ccccceeeeeveeeeceeescreeesiveans 26
Subgéneros Ornithotrypanum + Trypanosoma irwini................ccceeeeeeveeneenne. 27
SUDZENCTO MEGAIFYPANUNM. .........oeeeeeeiieiieeieesieeie et eee e ve e ens 28

Schizotrypanum, Aneza, potenciais subclados 7. livingstonei e T. wauwau, €
HE DOIOSOMUAU. ...ttt 28

Técnicas moleculares e estudos filogenéticos para os representantes do género

TrYDANOSOMQ ..o eeee e eeee e et e et e e e e e e et ae e e essaaeeenssaeaeennnees 28
OBUJETIVOS..iiiiiniiinnnnnnicssssssiesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 34
ODbJetiVOS ESPECTIICOS. . .iiuiieiieeiieeiie ettt ettt et seae e 34
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oucuvenireecrcrennssesssesssssessssesssssses 35
CAPITULO UNICO.....cuiunrrrerssrsnsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 56
CONCLUSAQ....ccuruerenenensessensensssssssessesssssssassssasssssssssssssssssssssssssasssssssasssss 89

MATERIAL SUPLEMENTAR.......coiniiniinntinnnnnsnensnnssaesssncsssesssssssncsssasnns 90



1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Familia Trypanosomatidae e aspectos gerais

O Filo Euglenozoa ¢ um amplo agrupamento que compreende microeucariotos
flagelados euglenideos, diplonomatideos e cinetoplastideos (CAVALIER-SMITH,
1981). Dentre estes, esta localizada a classe Kinetoplastea (CAVALIER-SMITH, 1981),
definida pela presenga de uma organela facilmente identificavel e caracteristica destes
seres vivos, denominada cinetoplasto, que contém DNA mitocondrial (kDNA) (ADL et

al., 2012; VICKERMAN et al., 1976).

Os trabalhos realizados por Vickerman (1990) e Vickerman (2000) trouxeram a
defini¢do das possiveis distribuicdes que o kDNA pode apresentar, conceitos
posteriormente resgatados por Moreira, Garcia & Vickerman (2004) e D’Avilla-Levy et
al., (2015). De acordo com os mesmos, o kDNA presente nesta classe de flagelados,
morfologicamente pode se apresentar em trés estados: Eucinetoplasto, Policinetoplasto e
Pancinetoplasto. O Eucinetoplasto se refere a massa de kDNA que se encontra
compactada e inserida proximo a bolsa flagelar. Ja o Policinetoplasto ¢ quando o kDNA
se encontra disperso pelo limen mitocondrial e agrupado em algumas regides. E o
Pancinetoplasto se refere ao material mitocondrial disperso de forma desigual, como uma
massa difusa (D’AVILLA-LEVY et al, 2015). Diversos membros da classe
Kinetoplastea apresentam o kDNA organizado sob diferentes maneiras, demonstrando
variacdo quanto ao grau de concatenacdo desse material genético (LUKES et al., 2002).
Uma das organizac¢des mais conhecidas do DNA mitocondrial, ¢ na forma de uma densa
estrutura de rede concatenada, constituida por moléculas dupla-fita e circulares de DNA,
os maxicirculos e minicirculos (BREGLIA et al., 2007; LUKES et al., 2002). Os
maxicirculos estdo encarregados de codificar RNAs ribossomais e proteinas para a
producao de energia pela mitocondria (SIMPSON, 1987), enquanto os minicirculos

contém regioes conservadas de RNAs-guia, que irdo auxiliar na edi¢do pds-transcricional
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dos kDNA localizados no maxicirculo, através da inser¢ao ou delecdo de Uridinas em

locais especificos dos transcritos (LUKES et al., 2002; VALLEJO, 1998).

Atualmente, os cinetoplastideos sdo divididos em duas principais subclasses,
baseado em dados filogenéticos: Prokinetoplastina, contendo apenas uma ordem
(Prokinetoplastida) e Metakinetoplastina, que se divide em 4 ordens: Eubodonida,
Neobodonida, Parabodonida e Trypanosomatida (MOREIRA et al., 2004; KOSTYGOV
et al, 2021). Essa ultima ordem mencionada contém apenas uma familia
(Trypanosomatidae Doflein, 1901), reunindo espécies de endoparasitos obrigatorios que
podem infectar todas as classes de vertebrados, como peixes, anuros, répteis, aves e
mamiferos, o que revela o seu sucesso evolutivo (FERMINO et al., 2019; HAMILTON
et al., 2009; LEMOS et al., 2015; STEVENS et al., 2001; SPODAREVA et al., 2018;
THOMPSON & THOMPSON, 2015; VIOLA et al., 2009).

A familia Trypanosomatidae compreende um grupo diverso e importante de
protozodrios, que podem ser subdivididos em dois grandes grupos baseado no ciclo de
vida: dixénicos ou monoxénicos (STEVENS et al., 2001). A maioria dos que possuem o
ciclo de vida monoxénico sdo restritos a um Unico hospedeiro, geralmente invertebrados
(VOTYPKA et al., 2015). Entretanto, devemos também salientar que existem aqueles que
mesmo monoxénicos, foram encontrados em vertebrados, como Trypanosoma evansi
Ziemann, 1905 e Trypanosoma equiperdum Doflein, 1901 (LAI et al., 2008), além do
género monoxénico recém estabelecido Porcisia, cujo foi encontrado parasitando
hospedeiros vertebrados (HERRER, 1971; LAINSON & SHAW, 1977). Ja os que
possuem o ciclo de vida dixénico sdo transmitidos por algumas ordens de insetos,
incluindo os parasitos do género Phytomonas para plantas (DOLLET, 1984), ou parasitos
do género Trypanosoma a vertebrados, tal como Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 e
Trypanosoma brucei Plimmer & Bradford, 1899, tendo portanto, dois hospedeiros
envolvidos em seu ciclos de vida (LUKES et al., 2018). Durante o seu ciclo de vida, esses
parasitos assumem distintas formas evolutivas, de modo a se ajustar ao microambiente ao
qual estdo expostos. As principais formas que podem ser encontradas no género
Trypanosoma sdo: amastigota, epimastigosta, tripomastigosta (MASLOV et al., 2013).
Ademais, essa familia alberga dois importantes géneros com grande importancia médica,
como o género Trypanosoma Gruby, 1843, e Leishmania Ross, 1903.

E de se destacar o género Trypanosoma, conténdo parasitos que apresentam

majoritariamente o ciclo de vida dixénico, mas que também inclui espécies monoxénicas

14



que foram encontradas em vertebrados, como mencionado anteriormente, € que sao
facilmente reconhecidos pela forma tripomastigota sanguinea tipica, durante o
parasitismo em vertebrados (HAMILTON et al., 2004).

O presente género de parasitos possui uma enorme diversidade, contendo
aproximadamente 500 espécies de parasitos, o que representa mais de 60% de todas as
espécies conhecidas até entdo da familia Trypanosomatidae (KOSTYGOV et al., 2021).
Algumas das espécies contempladas sdo de grande relevancia para a saude e economia,
como 7. cruzi causador da doenca de Chagas nas Américas (CHAGAS, 1909), e T. brucei
responsavel pela doenga do sono e nagana na Africa. Ademais, podemos citar
Trypanosoma lewisi Kent, 1880, parasito de ratos que acompanharam a dispersdo
humana, cuja esta esporadicamente associada a infecgdes em seres humanos, € ja ¢ tratada
como uma zoonose emergente (CLEMENT et al., 2019; JANSEN et al., 2020;
SCHUSTER et al., 2021; WANG et al., 2021). Por ser dado esse caracter epidemioldgico
as infecgdes causadas por 7. lewisi, a satide da populacdo estd diretamente ligada a satde
dos animais e o ambiente compartilhado, como ¢ preconizado pela abordagem One Health
(AUSTEN & BARBOSA, 2021).

Cada espécie de parasito pode apresentar ainda distintos vetores, como
sanguessugas, dipteros, hemipteras, pulgas e carrapatos (AUSTEN et al., 2011; GARCIA
et al., 2020; HAMILTON et al., 2005; PAPARINI et al., 2014; SGROI et al., 2021).
Contudo, algumas espécies fogem do padrao dixénico, apresentando todo o seu ciclo de
vida em hospedeiros vertebrados, como Trypanosoma vivax Ziemann, 1905, e as
subespécies T. equiperdum e T. evansi (LAI et al., 2008). T. evansi e T. equiperdum
possuem a transmissao mecanica, seja pelos vetores durante a picada, ou pelo coito
através dos hospedeiros vertebrados. Ja 7. vivax pode ser transmitido pela via mecanica,
além de ser facultativo o ciclo de vida em moscas hospedeiras. Além disto, ¢ importante
destacar que, a adaptacgdo de 7. evansi e T. equiperdum a estes estilos de vida ¢ decorrida
da perda parcial ou total do kDNA (LAI et al., 2008).

A antiga divergéncia de aproximadamente 100 milhdes de anos de Trypanossoma
(SIMPSON, STEVENS E LUKES, 2006; STEVENS et al., 1999), possibilitou que esses
parasitos desenvolvessem caracteristicas moleculares unicas em seu DNA (LUKES et al.,
2002) sendo alguns desses mecanismos comuns a protozoarios € metazoarios, como o
fendmeno de splicing alternativo, que por meio da flexibilidade nos sitios de acoplamento
para a transcri¢cdo das sequéncias de DNA, consegue codificar diversos mRNAs a partir

do mesmo gene (MANIATIS & TASIC, 2002; SOULETTE, OLIVERIO & ROY, 2019).
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Além disso, no caso desses parasitos, a transcri¢ao desses mRNAs codificadores
de proteinas ¢ policistronica, o que significa dizer que a regido promotora do mRNA ¢
seguida por diversos genes. Devemos citar também a auséncia de promotores para a RNA
Polimerase II nos tripanossomas, o que nao permite a regulacdo dos transcritos ao final
do processo de sintese proteica (CLAYTON, 2019; GILINGER & BELLOFATTO, 2001;
PREUSSER, JAE & BINDEREIF, 2012; SIMPSON et al., 2006).

1.2  Historico taxonomico do género Trypanosoma

Diante da diversidade de espécies, hospedeiros, ciclos de vida e formas evolutivas
apresentadas pelos parasitos deste género, muitas propostas taxonomicas ja foram
realizadas, a fim de organizar a biodiversidade de tripanossomas em toda a sua
completude.

Primeiramente, foi necessario que as formas que esses parasitos sanguineos
pudessem assumir fossem descritas, para a identificacdo. Assim sendo, em 1912, Laveran
& Mesnil propuseram a primeira classificagdo dos tripanossomas, através da
caracterizacdo das formas de vida categorizando-as por meio de morfotipos especificos,
baseados no arranjo e posicionamento do cinetoplasto, presenga ou auséncia da membrana
ondulante, ¢ dimensdes da célula (VOTYPKA et al., 2015). Para essa caracterizagao,
foram utilizadas apenas técnicas baseadas em microscopia de luz, tnico método
disponivel a época (WALLACE, 1966). Portanto, esta identificacdo e descricao das
formas dos tripanossomas realizada a partir de esfregagos sanguineos foi a primeira a ser
criada (HUTCHINSON & STEVENS, 2018). Ainda, no final do século passado, as
descrigdes foram feitas, majoritariamente, tomando como base caracteres morfoldgicos
de formas sanguineas dos parasitos (ADAMS et al., 2010; WEINMAN, WHITE &
ANTIPA, 1984).

Desde entdo, intimeros artigos com  descrigdes de novas espécies de
tripanossomas surgiram (FERMINO et al., 2019; FERREIRA et al., 2017; MAROTTA et
al., 2018 (a), MAROTTA et al., 2018 (b); PRETORIUS et al., 2021). Contudo, uma das
caracteristicas mais marcantes dos tripanossomas ¢ pleomorfia (diversas morfologias que
uma espécie pode apresentar ao longo de seu ciclo de vida), fazendo com que a
identificacdo através da morfologia seja um desafio. Como exemplo comprovado de
espécie pleomorfica, podemos citar 7. brucei, que por meio das diversas morfologias e

caracteristicas bioldgicas proprias demonstradas por cada morfotipo, consegue se
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proliferar e transmitir @ mosca tsé-tsé (inseto vetor da doenga), mesmo estando em um
mesmo hospedeiro (JANELLE et al., 2009; MATTHEWS, 1999). Ja& um exemplo
historico de confusdo criada pelo pleomorfismo de tripanossomas, se deu entre as espécies
de tripanossomas de anuros (7rypanosoma rotatorium Mayer, 1843, e Trypanosoma
ranarum Lankester, 1871), as quais inicialmente foram identificadas como pertencentes
a amebozodrios e ciliados (LANKESTER, 1871; MAYER, 1843; SPODAREVA et al.,
2018).

Se por um lado pode ndo ser possivel realizar a identificacdo de formas destes
parasitos em niveis taxondmicos elevados, como ordem ou familia, por outro, também
pode ocorrer a proposicdo de novas espécies que, na verdade, ja foram descritas
anteriormente. Este fato aconteceu entre Trypanosoma rangeli Tejera, 1920 e
Trypanosoma saimirii Rodhain, 1941, que eram consideradas espécies distintas, mas apds
andlises 7. saimirii passou a ser considerada como sindnimo junior para 7. rangeli
(ZICCARDI et al., 2005). Outro exemplo intrigante ocorreu com a espécie 7rypanosoma
suis Ochmann, 1905, que ja foi considerada como sinénimo de 7. simiae Bruce et al.,
1909, mas recentemente com o apoio de analises moleculares se descobriu que na verdade
ambas sdo espécies distintas (HUTCHINSON & GIBSON, 2015). Além disso, a
capacidade de infectar certos hospedeiros ou especificidade de vetores, ja foi considerada
como um fator diferenciador de 7. evansi, T. equiperdum e T. brucei. No entanto, hoje ja
se sabe que 7. evansi e T. equiperdum sao “petit mutants”, ou, subespécies de 7. brucei,
originados pela perda de fragmentos de kDNA (LAI et al., 2008).

Apesar do niimero de novas descri¢des de espécies de tripanossomas continuar
crescendo desde 1912, até 1973 nenhuma outra proposta havia sido publicada. Somente
nessa data, uma nova classificacdo foi proposta por Hoare (1973). Para essa, foram
utilizados os seguintes critérios para a divisdo dos tripanossomas em duas segdes
(Stercoraria e Salivaria): local de desenvolvimento no vetor, via de eliminagao das formas
infectantes, hospedeiro vertebrado em que a forma tripomastigosta foi relatada, e a sua
localizagdo geografica. O agrupamento Stercoraria incluiu os subgéneros Megatrypanum,
Herpetosoma e Schizotrypanum, parasitos de artiodactilos, roedores, marsupiais e
morcegos, transmitidos pelas fezes; enquanto Salivaria incluiu os subgéneros Duttonella,
Nannomonas, Trypanozoon e Pycnomonas, parasitos de bovinos, macacos € suinos,
transmitidos durante a inoculagdo das formas sanguineas pela mosca tsé-ts¢ (HAAG,
O'HUIGIN AND OVERATH, 1998; HOARE, 1973). Ademais, um dos critérios para a

descricdo de novas espécies, era a especificidade entre parasito-hospedeiro. Entretanto,
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essa caracteristica ¢ considerada como um critério inadequado, j& que nenhuma espécie
de tripanossoma possui especificidade a qualquer hospedeiro.

Sendo assim, além do problema relacionado as identificagdes feitas
incorretamente, também ha o fator complicador de que as novas descri¢des normalmente
sao baseadas em materiais nos quais ndo foram realizadas curadorias, e que faltam dados
para tal, impossibilitando a catagolacdo de informacgdes de coleta e identificagdo do
material, gerando uma biodiversidade de tripanosomas ainda desconhecida (D’AVILA-
LEVY etal., 2015). Nos ultimos 25 anos, a quantidade de dados moleculares disponiveis
para o género Trypanosoma cresceu (HUTCHINSON & STEVENS, 2018). Os métodos
moleculares permitiram a identificagdo de espécies de parasitos por meio da técnica
molecular da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando primers especificos
desenhados para as espécies (ADAMS & HAMILTON, 2008).

Demasiado tempo passou desde a elaboracdo da proposta de classificagao feita por
Hoare, tornando essa desatualizada. Acrescido da evolugao das técnicas moleculares e de
sequénciamento genético, métodos de inferéncias filogenéticas e a descricdo de diversas
outras espécies de tripanossomas, foi necessario a atualizagao da classificag@o, em clados.
Desta maneira, Hamilton & Stevens (2017) apresentam de forma sistematizada em seu
trabalho, o que até entdo era consenso na taxonomia, como a divisao dos tripanossomas
em clados baseado em dados acumulados de descricdes morfologicas e métodos
moleculares. A classificagdo de Hoare ao longo dos seus 44 anos desde a sua descricao,
em conjunto com a sua atualizagdo proposta por Hamilton e colaboradores, refletiu de
maneira adequada durante todo esse periodo o que as filogenias atuais demonstram, como
o agrupamento das espécies, relagdes filogenéticas existentes entre si, e até mesmo
hipoteses evolutivas relacionadas. Mesmo assim, permaneceu a problematica de que
certas espécies permaneciam como incognitas, em relacdo ao seu parentesco e
posicionamento na darvore filogenética dos tripanossomas. Desta maneira, essa
classificagdo demonstrava propostas parcialmente discordantes em organizar essas
espécies, ndo sendo, portanto, considerada adequada para a taxonomia dos tripanossomas
(KOSTYGOV et al., 2021). Ainda, essa classificagdo traz alguns pontos incoerentes,
dando maior importancia aos tripanossomas de mamiferos, por meio da sua divisao entre
os grupos Salivaria e Stercoraria (que ndo possuem relagdo com a sistematica do grupo);
e deixou de representar toda a diversidade de espécies, ja que ndo acomoda aquelas
transmitidas pelas vias mecanica e inoculativa (Kostygov et al., 2021).

Sendo assim, recentemente Kostygov et al., (2021) apresentou uma revisao
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sistemdtica de todos os tripanossomas, propondo agora que os subgéneros, que
categorizavam os tripanossomas na classificacdo de Hoare (1973) com base em
caracteres morfoldgicos, passem a agrupar as espécies de acordo com caracteristicas
filogenéticas em comum. Para aquelas que ndo se ajustam a este sistema, foi proposta
criacdo de novos subgéneros, e/ou a divisao desses. E no caso das espécies Trypanosoma
terrestris Marcili, 2013, Trypanosoma irwini Mclnnes et al., 2009, e Trypanosoma
pestanai Bettencourt & Franca, 1905, que ainda ndo tiveram o seu posicionamento
elucidado, foi proposto o titulo de incertae sedis (ACOSTA et al., 2013; BARBOSA et
al., 2016; EGAN et al., 2020; HAMILTON et al., 2005; HAMILTON et al., 2007;
MCINNES et al., 2009; MOREL et al., 2021; PEREZ et al., 2019; YAZAKI et al., 2017).
Como consequéncia, o género Trypanosoma foi dividido 16 subgéneros, dois potenciais

subclados e trés espécies incertae sedis (KOSTYGOV et al., 2021).

1.3 A historia evolutiva de Trypanosoma

1.3.1 Género Trypanosoma

Considerando todos os grupos de parasitos existentes além dos
tripanossomatideos, em termos evolutivos os cinetoplastideos se posicionam como basais
aos demais tripanossomatideos, ainda que o seu surgimento e evolugdo sejam questio de
debate (FLEGONTOV et al., 2013; LUKES et al., 2014). Mas, se tratando de
Trypanosoma, existiram evidéncias fortemente apoiadaspor métodos morfologicos e
moleculares, que demonstraram o flagelado de vida livre Bodo saltans como o ancestral
de vida-livre desse género (DESCHAMPS et al., 2011; MASLOV, PODLIPAEV,
LUKES, 2001; SIMPSON, STEVENS & LUKES, 2006; STEVENS, 2014). Esse
posicionamento dos bodonideos levantou o questionamento a respeito do surgimento do
estilo de vida parasita para os tripanossomas, bem como a evolucao e surgimento dos

ciclos de vida monoxénicos e dixénicos.

Ha a hipétese de que flagelados de ciclo de vida monoxénico tenham sido os
ancestrais dos dixénicos, sendo que o ciclo de vida derivado (dixénico) emergiu de forma
independente para os géneros Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum € Phytomonas,
ocorrendo diversas vezes na historia evolutiva da familia Trypanosomatidae

(FLEGONTOV et al., 2013; MASLOV et al., 2013; STEVENS et al., 2001; STEVENS,
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2008; STEVENS, 2014; VICKERMAN, 1994). Para tal fato, ha a hipdtese de que teria
sido necessario a adaptacao ao ambiente intestinal de um inseto por um tripanossoma
ancestral de vida livre, ap0s a sua ingestdo, fazendo com que este se tornasse monoxénico
(TEIXEIRA, 2010). Apdés a adaptagdo a insetos fitofagos e hematdfagos, os
tripanossomas monoxénicos teriam sido inoculados em plantas e tecidos de animais,

surgindo desta maneira o estilo de vida dixénico (Hamilton et al., 2004).

No entanto, a descoberta de um flagelado monoxénico da espécie
Paratrypanosoma confusum Votypka & Lukes, 2013 de mosquitos, se colocando
filogeneticamente como grupo-irmdo do género Trypanosoma (FLEGONTOV et al.,
2013; LUKES et al., 2014; LUKES et al., 2018), reforcou a hipdtese acima descrita de
salto para o estilo de vida dixénico, a partir de um ancestral monoxénico. Embora existam
alguns trabalhos que relatam supostos fosseis de tripanossomas presentes no tubo
digestivo de insetos preservados em ambar (POINAR, 2005; POINAR, 2008; POINAR,
2013), nenhum procedimento mais detalhado foi realizado nestas amostras, como a
extracdo do material genético, estando disponivel apenas fotografias, que sdo aquém do
necessario para a identificacdo. Embora a origem evolutiva desse género de parasitos
ainda seja incerta (STEVENS et al., 1999) devido a auséncia de resgistro fossil, existem
algumas teorias evolutivas que tentam explicar o surgimento dos agrupamentos de

espécies de tripanossomas (em subgéneros).

1.3.2 Subgéneros atualmente conhecidos de Trypanosoma (segundo a classificacao de

Kostygov et al., 2021)

Atualmente, duas fortes teorias evolutivas existentes tentam explicar o surgimento
e diversificagdo dos subgéneros de Trypanosoma. E importante destacar, que elas foram
formuladas a partir dos dados e analises conhecidas até entdo, sendo ainda desconhecido
qual ou quais fatores e eventos realmente ocorreram tal como sao retratados pelas teorias.

Estas teorias sdo denominadas “vertebrados primeiro”, e/ou “invertebrados primeiro”.

Segundo a primeira hipotese, ¢ possivel que os tripanossomas tenham se
diferenciado a partir de um ancestral dixénico que infectava vertebrados, e pelo habito
hematofago dos insetos vetores, como as sanguessugas, 0s tripanossomas tenham

irradiado para as classes de vertebrados aquaticos (HAMILTON et al., 2005; MINCHIN,
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1908). Além disto, como provavel hospedeiro, suspeita-se que os marsupiais tenham sido
os primeiros hospedeiros terrestres a conterem alguns dos géneros de tripanossomas
monoxénicos (Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas) e dixénicos (Trypanosoma,
Leishmania), ja que suas glandulas anais sao locais propicios para o desenvolvimento dos
ciclos de vida dos parasitos, inclusive permitindo a adaptagao dos parasitos monoxénicos
a um novo estilo de vida, o dixénico, sem a interferéncia do sistema imune do hospedeiro

e sob temperatura corporal mais baixa (DEANE & JANSEN, 1988).

Por consequéncia a hipotese apresentada anteriormente (vertebrados primeiro)
pode ter ocorrido a segunda hipdtese, conhecida como “invertebrados primeiro”. Segundo
amesma, ha a hipdtese de que os flagelados ancestrais tenham parasitado os invertebrados
num primeiro momento (como os insetos), € pelo habito hematéfago destes insetos teriam
se irradiado para os hospedeiros vertebrados (HAMILTON et al., 2005). Esta hipotese
pode ainda ser apoiada pela descoberta da espécie P. confusum, como relatado
anteriormente, que apresenta um posicionamento altamente suportado na base da familia
Trypanosomatidae (FLEGONTOV et al., 2013). Ademais, ha varios artigos disponiveis
que relatam o fendmeno conhecido como “small transition”, ou seja, a presenca de
tripanossomas monoxénicos ocasionais em hospedeiros mamiferos, incluindo seres
humanos, podendo desta maneira serem casos que possibilitariam a mudanga entre o
estilo de vida monoxénico para o dixénico (DARIO et al., 2021; KALANTARI et al.,
2018; KOSTYGOV et al., 2019; LUKES et al., 2014; RANGEL et al., 2019).

A partir do surgimento de Trypanosoma de um ancestral em comum, houve a
diversificacdo dos agrupamentos. Como citado anteriormente, estes agrupamentos eram
tratados anteriormente pela classificacdo de Hoare (1973) como clados, contudo, a nova
classificagdo proposta por Kostygov et al., (2021) resgata o conceito de subgéneros, além
de criar novos subgéneros para que toda a diversidade de tripanossomas possa ser inclusa.
Diante disso, o novo sistema taxondmico apresenta 16 subgéneros: Haematomonas,
Trypanosoma, Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon, Pycnomonas, Squamatrypanum,
Crocotrypanum, Australotrypanum, Trypanomorpha, Avitrypanum, Ornithotrypanum,
Megatrypanum, Schizotrypanum, Aneza ¢ Herpetosoma. Além disso, trés espécies sao
apresentadas pela nova classificagdo como incertae sedis: T. terrestris, T. pestanai e T.

iwini, e duas como potenciais subclados: 7. livingstonei e T. wauwau.

De acordo com cada um desses subgéneros, existem hipdteses evolutivas

relacionadas as espécies, ou conjunto de espécies relacionadas ao agrupamento, que
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apontam para provaveis caminhos evolutivos que podem ter ajudado a gerar tal
diversidade. Assim, nos subtopicos a seguir, serd demonstrado as principais hipdteses
evolutivas que tangem as espécies contidas em cada um dos subgéneros, considerando a

classificagdo proposta por Kostygov et al., (2021).

1.3.2.1 Subgéneros Haematomonas e Trypanosoma

De acordo com os hospedeiros em que as formas tripomastigostas sanguineas sao
encontradas, as espécies de tripanossomas sao basicamente divididas em duas linhagens:
linhagem aquatica e linhagem terrestre. A linhagem aquatica compreende espécies que
parasitam vertebrados aquaticos ou semi-aquaticos (como os ornitorrincos e crocodilos),
enquanto a linhagem terrestre parasita hospedeiros vertebrados terrestres. Diversos
trabalhos baseados nas analises filogenéticas com marcadores moleculares concatenados,
demonstram a divisdo da arvore filogenética dos tripanossomas ainda no primeiro evento
de diversificacdo, entre os representantes das linhagens aquatica (subgéneros
Haematomonas e Trypanosoma) e terrestre (todos os demais subgéneros) (DIAZ et al.,
2020; FERREIRA et al., 2017; HAMILTON et al., 2004; HAMILTON, GIBSON &
STEVENS, 2007; LEMOS et al., 2015; SPODAREVA et al., 2018).

O dUnico vetor documentado para o subgénero Haematomonas sao as
sanguessugas. Os hospedeiros vertebrados incluem peixes dsseos marinhos e de agua
doce, raias, tubardes, tartarugas e uma espécie que parasita um crocodiliano
(Trypanosoma clandestinus Teixeira & Camargo, 2015). Dentre as espécies que podem
ser encontradas neste grupo, estd Trypanosoma abeli Lemos et al., 2015, uma espécie
recém descoberta parasitando cascudos das espécies Hippostomus luetkeni e
Hippostomus affinis no Brasil (LEMOS et al., 2015), Trypanosoma boissoni MASLOV,
Lukes, Jirku & Simpson, 1996 isolado da raia Zanobatus atlanticus (MASLOV, LUKES,
JIRKU & SIMPSON, 1996), Trypanosoma haploblephari Pretorius et al., 2021,
recentemente descrito parasitando Haploblepharus pictus (PRETORIUS et al., 2021), e
Trypanosoma granulosum Poole & Holland, 2003, de Anguilla anguilla.

Segundo dados filogenéticos, o subgénero Haematomonas pode ser ainda
subdividido em trés grupos: tripanossomas que parasitam peixes de agua doce,

tripanossomas de peixes marinhos, e tripanossomas que infectam tartarugas
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(KOSTYGOV et al., 2021). Entretanto, ndo somente peixes Osseos, cartilaginosos e
anuros estdo dentre os possiveis hospedeiros para as linhagens aquaticas, isto porque
analises filogenéticas demonstraram que 7. binneyi, parasito encontrado em
Ornitorrynchus anatynus  (ornitorrinco), se posiciona dentro do subgénero
Haematomonas (JAKES, O’ DONOGHUE & ADLARD, 2003), bem como Trypanosoma
therezieni Brygoo, 1963, parasito encontrado em camaledes (BRYGOO, 1963). Além
disso, recentemente uma nova espécie de tripanossoma transmitida por sanguessugas foi

encontrada em um novo hospedeiro, neste caso um mamifero terrestre, ¢ posicionada

filogenéticamente distante dos subgéneros aquaticos, mais especificamente no subgénero

Megatrypanum (SU et al., 2021).

J& o subgénero Trypanosoma, inclui algumas espécies que sdo encontradas em
anfibios como: 7. rotatorium, encontrado em Rana catesbiana (MASLOV et al., 1996),
Trypanosoma fallisi de Bufo americanus (MARTIN et al., 2002), Trypanosoma mega em
Bufo regularis (MARTIN et al., 2002), e o parasito de camaledes, 7. therezieni.

Ademais, um dos hospedeiros do subgénero 7rypanosoma, no caso 0s anuros,
possuem relevancia evolutiva, por serem considerados como a ponte entre as linhagens
aquaticas e terrestres de tripanossomas, tendo possibilitado que houvesse a troca do
ambiente aquatico para o terrestre, € consequente dispersao para todas as demais classes
de hospedeiros, fato este ocasionado pela metamorfose sofrida pelo hospedeiro durante o

seu ciclo de vida (SPODAREVA et al., 2018).

1.3.2.2 Subgéneros Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon e Pycnomonas

Os tripanossomas das espécies 7. brucei, T. vivax, T. evansi, T. suis, T. simiae,
Trypanosoma godfreyi McNamara, Mohammed & Gibson, 1994 e Trypanosoma
congolense Broden, 1904, formam em conjunto, o agrupamento conhecido como
tripanossomas africanos, j4 que todos sdo restritos ao continente africano, sdo
transmitidos por moscas tsé-tsé, e sdo representados pelos subgéneros Duttonella,
Nannomonas, Trypanozoon e Pycnomonas (KOSTYGOV et al., 2021), um agrupamento
j& consolidado (HAMILTON et al., 2004; HAMILTON et al., 2005; HAMILTON &
STEVENS 2017; KOSTYGOV et al., 2021).

Dentre as espécies supracitadas, 7. vivax ¢ considerada a mais antiga dentre as

23



demais, e por conta disso ¢ considerada como um bom modelo para a inferéncia de
evolucdo entre as demais espécies africanas (GREIF et al., 2015, KOSTYGOV et al.,
2021). De acordo com estudos filogenéticos, o posicionamento de 7. vivax ainda ndo foi
solucionado, contudo, o taxon sempre demonstra se posicionar proximo aos
tripanossomas africanos (CORTEZ et al., 2006). Ainda, essa espécie apresenta elevada
taxa de mutagdo, fazendo com que seu ramo fique alongado e destacado das demais

linhagens (HAAG, O’HUIGIN & OVERATH, 1998; STEVENS & RAMBAUT, 2001).

Além disto, esta ¢ uma espécie que ja ndo ¢ restrita ao continente Africano, e pode ser

encontrada também no continente Sul Americano (CORTEZ et al., 2006).

Um estudo recente que utilizou o kDNA de cepas americanas e africanas visando
entender a resposta adaptativa a transmissao mecanica, comparou essas cepas e elucidou
a historia evolutiva de 7. vivax (GREIF et al., 2021). Segundo o mesmo, multiplos eventos
de inser¢do da espécie por meio do gado na Américado Sul e Central, fizeram com que
ocorresse uma adaptagdo, e por seguinte troca vetorial para dipteros hematéfagos dos
géneros Tabanus sp. e Stomoxys sp., passando a ser transmitida mecanicamente (LOPES
et al., 2018). Isto fez com que o ritmo de mutagdes genéticas no parasito fossem mais
elevadas, o que culminou na sua evolu¢do mais rapida demonstrada pelas topologias de
arvores filogenéticas (GREIF et al., 2021), j& que o material genético do cinetoplasto teve

que sofrer degradagdes, em resposta a adaptacgdo a fisiologia do novo vetor.

Além da pecularidade apresentada por esta espécie, 7. brucei também apresenta
adaptagdes para novos hospedeiros, como ja mencionado anteriormente, em que 7. evansi
e T. equiperdum sao subespécies de T. brucei (LAl et al., 2008). Para as demais espécies

destes subgéneros, nenhuma historia evolutiva ¢ conhecida até entdo.

1.3.2.3 Subgénero Squamatrypanum

Squamatrypanum € um subgénero que reune as espécies Trypanosoma varani
Wenyon, 1908, Trypanosoma lainsoni Naiff & Barret, 2013, Trypanosoma cascavelli
Pessoa & De Biasi, 1972, Trypanosoma freitasi Rego et al., 1957 e Trypanosoma
gennarii, que podem infectar lagartos, cobras, marsupiais e roedores. O Unico vetor
confirmado para o presente subgénero sdo mosquitos flebotomineos (AYALA, 1970;

MINTER-GOEDBLOED et al., 1993).
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Dentre os hospedeiros vertebrados que podem ser parasitados por tripanossomas
desse subgénero, os marsupiais sdo hipotetizados como os primeiros hospedeiros
terrestres a conterem espécies de tripanossomas, e possibilitarem a adaptagdo dos
parasitos a outros animais de sangue frio, como cobras e lagartos, por meio de

caracteristicas proprias desses hospedeiros (DEANE & JANSEN, 1988; HOLZ, 2014).

1.3.2.4 Subgénero Crocotrypanum + Trypanosoma terrestris

O subgénero Crocotrypanum inclui as espécies que infectam crocodilos Sul
Americanos e Africanos, Trypanosoma ralphi Teixeira & Camargo, 2013 e Trypanosoma
grayi Novy, 1906, respectivamente. Os vetores incluem a mosca tsé-tsé no continente
africano, e tabanideos na América do Sul (FERMINO et al., 2019; HAMILTON &
STEVENS, 2017). A hipotese formulada por Fermino et al., (2013) sugere que ambas
essas espécies de parasitos se relacionam como proximas filogeneticamente, e durante a
separagdo do continente Gondwana, ocorreu a migragdo transoceanica de seus

hospedeiros acompanhada dos tripanossomas.

A espécie T. terrestris, um tripanossoma encontrado em antas (7Tapirus terrestris)
no Brasil (ACOSTA et al., 2013; PEREZ et al., 2019), € retratada em certos trabalhos
presentes na literatura com distintas relagdes filgenéticas (ACOSTA et al., 2013; PEREZ
et al., 2019). Mas, um estudo filogenético demonstrou que a mesma possui um ancestral
em comum com as espécies do subgénero Crocotrypanum, e que provavelmente tal fato
pode ser explicado pelo fenomeno de Host-Switching, ou seja, a troca de hospedeiros

(PEREZ et al., 2019).

1.3.2.5 Subgénero Australotrypanum + Trypanosoma pestanai

No subgénero Australotrypanum, podem ser encontrados tripanossomas que
infectam mamiferos da Australia, como: marsupiais, roedores, morcegos, monotremados,
e fauna introduzida (THOMPSON et al., 2014). No caso desse subgénero, estdo incluidos
os parasitos de marsupiais e morcegos australianos, como 7rypanosoma copemani Austen

et al., 2009, Trypanosoma gilletti Mclnnes et al., 2011, Trypanosoma vegrandis e T.
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pestanai. Atualmente, sabe-se que Phascolarctos cinereus (coala) pode ser hospedeiro

das trés primeiras espécies (MCINNES et al., 2009; MCINNES et al., 2011).

E hipotetizado que os carrapatos sejam os vetores que atuam no ciclo de
transmissdo dos parasitos contidos neste subgénero, ja que existem relatos de casos de
ocorréncia dos parasitos nesses invertebrados, entretanto, tal fato ainda nao foi
confirmado (KRIGE, THOMPSON & CLODE, 2019). A espécie T. copemani foi
encontrada em Ixodes australiensis Neumann, 1904 (AUSTEN et al., 2011), e T. gilletti
nos carrapatos /. holocyclus Neumann, 1899 e I. Tasmani Neumann, 1899 (BARBOSA
et al., 2017). Além disso, a espécie de tripanossoma 7. pestanai teve o vetor comprovado
como sendo pulgas da espécie Paraceras melis Walker, 1856, mas igualmente ja foi
documentada também em carrapatos /. Ricinus Linnaeus, 1758 e I. Canisuga Neumann,

1899 (SGROI et al., 2021).

Diversas filogenias concatenadas com os marcadores molculares SSU 18S rDNA
e gGAPDH, demonstraram que 7. gilletti se posiciona proximo ao 7. copemani, tendo
estes dois como grupo-irmao a espécie 7. pestanai (MCINNES et al., 2011). Contudo, T.
pestanai foi classificado como uma espécie incertae sedis, ou seja, de posicionamento
ainda ndo resolvido, ndo sendo possivel confirmar a sua relagdo de parentesco com outras
espécies da arvore filogenética de tripanossomas (KOSTYGOV et al., 2021). Sendo
assim, ainda ¢ plausivel que o critério bioldgico que relaciona estas espécies

filogenéticamente seja o carrapato como vetor.

1.3.2.6 Subgéneros Trypanomorpha e Avitrypanum

A primeira espécie de tripanossoma infectando ave foi descrita em 1885, e desde
entdo, diversos outros relatos foram feitos. Entretanto, apesar das diversas descri¢coes
existentes, ha uma grande lacuna de conhecimento acerca das espécies que foram
descritas, daquelas que realmente sdo espécies novas bem caracterizadas, sendo portanto,
a maior parte delas consideradas como nomina dubia (APANIUS, 1991 :ZIDKOVA etal.,
2012). Para as espécies conhecidas (7rypanosoma avium Danilewsky, 1885,
Trypanosoma corvi Stephens & Christophers, 1908, Trypanosoma thomasbancroffti
Slapeta, 2016, Trypanosoma culicavium e Trypanosoma bennetti Valkitnas et al., 2011),

os vetores incluem dipteros, moscas, hippoboscideos, mosquitos e acaros (BENNET,
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1961; BERNOTIENE et al., 2020; KATO et al., 2011; SVOBODOVA et al., 2017;
SVOBODOVA & RADROVA, 2018; VOTYPKA et al, 2002; VOTYPKA &
SVOBODOVA, 2004).

Diversas filogenias ja feitas demonstraram resultados divergentes para o
posicionamento dos subgéneros de tripanosomas aviarios Trypanomorpha e Avitrypanum
(GALEN et al., 2020). Estudos ja demonstraram, que talvez eles possam estar
relacionados aos tripanossomas de artiodactilos, pertencentes ao subgénero
Megatrypanum (BAKER, 1963; HOARE, 1967), entretanto este posicionamento foi
baseado na morfologia e ciclo de vida destes grupos, que sabemos que ndo sao confidveis
para inferir as relagdes filogenéticas presentes no grupo. Sendo assim, o posicionamento
desses parasitos de aves na arvore evolutiva dos tripanossomasainda permanece sem
solu¢do (GALEN et al., 2020), por demonstrarem ndo possuir afinidade com nenhum
outro subgénero de Trypanosoma (ZIDKOVA et al., 2012). Por isso, os subgéneros que
contém tripanossomas que infectam aves sdo considerados como polifiléticos (HAAG,

O’HUIGIN & OVERATH, 1998; VOTYPKA et al., 2004; ZIDKOVA et al., 2012).

1.3.2.7 Subgénero Ornithotrypanum + Trypanosoma irwini

Um terceiro subgénero que contém uma unica espécie de tripanossoma de aves, ¢
Ornithotrypanum, com T. bennetti, parasito de Falco sparverius (KOSTYGOV et al.,
2021). Assim como os outros subgéneros de tripanossomas de aves, Ornithotrypanum
ainda ndo possui um posicionamento fixo na topologia da arvore filogenética. Entretanto,
a espécie T. irwini, encontrada parasitando coalas, tem demonstrado posicionamento
altamente suportado junto ao subgénero Ornithotrypanum (BARBOSA et al., 2016;
EGAN et al., 2020; MCINNES et al., 2009). A histéria de vida dos hospedeiros pode ter
influenciado neste caso, ja que, por exemplo, passaros insetivoros capturam culicinos
durante a sua alimentagio, o que pode transmitir tripanossomas (VOTYPKA et al., 2011),
¢ as aves raptoriais podem se contaminar pela alimentacdo de suas presas (DIRIE et al.,
1990; ZIDKOVA et al., 2012). Além disto, o fendmeno de host-switching também pode
ter ocorrido entre estes hospedeiros, justificando o posicionamento préximo de ambas as

espécies de tripanossomas (ARAUJO et al., 2015; MCINNES et al., 2009).
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1.3.2.8 Subgénero Megatrypanum

O subgénero Megatrypanum hospeda tripanossomas de artiodactilos,
representados pelas espécies Trypanosoma theileri Laveran, 1902, encontrado em
bovinos, Trypanosoma cyclops Weinman, 1972, e Trypanosoma melophagium Flu, 1908,

que parasitam ovinos.

Provéaveis vetores conhecidos para este subgénero incluem dipteros, tabanideos,
moscas (CALZOLARI et al., 2018; GIBSON et al., 2010; WERSZKO et al., 2020), e
mais recentemente sanguessugas (SU et al., 2021). Aparentemente, a historia evolutiva
deste sugénero teve inicio na Asia, com as espécies 7. cyclops e T. theileri (HAMILTON

et al., 2005; MARTINKOVIC et al., 2012; RODRIGUES et al., 2006).

1.3.2.9 Schizotrypanum, Aneza, potenciais subclados Trypanosoma livingstonei e

Trypanosoma wauwau, ¢ Herpetosoma

Para os subgéneros Aneza e Shizotrypanum, hé a evidéncia de que o ancestral
flagelado parasitava morcegos na Africa, e por meio da teoria denominada “bat seeding”,
houve a dispersdo das linhagens entre os continentes Americano e Africano, seguida pela
colonizagdo de novos hospedeiros mamiferos através do fendmeno conhecido como /4ost
switching (HAMILTON et al., 2012; LIMA et al., 2013). Ainda, a movimentagdo dos
morcegos entre continentes, € consequente dispersao dos tripanossomas entre o0 Novo e
Velho Mundo, parece ter ocorrido recentemente (CLEMENT et al., 2020; HAMILTONet
al., 2012; HAMILTON, TEIXEIRA & STEVENS, 2012). Além disso, os potenciais
subclados sdo demonstrados pela literatura como ocupando uma posi¢do mais basal em

relagdo a estes dois subgéneros.

Diante de tudo exposto, métodos de inferéncia filogenética mais robustos sdo
necessarios, a fim de tentar elucidar as relagdes filogenéticas existentes entre as espécies

que compdem o género Trypanosoma, bem como os seus agrupamentos formados.

4. Técnicas moleculares e estudos filogenéticos para os representantes do género

Trypanosoma
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Com o avango tecnoldgico, os métodos moleculares se mostraram ferramentas
fundamentais no estudo da sistemdtica de tripanossomas em 1980, ao disponibilizarem
sequéncias de nucleotideos com centenas de caracteres informativos (VOTYPKA et al.,
2015). A utilizagdo desses dados foi determinante para o diagnéstico e identificagdo
destes parasitos, além de promover maior sensibilidade e acurdcia nas identificagcdes de
espécies e analises filogenéticas quando comparado com os métodos de microscopia de
luz (ENYARU et al., 2010; GIBSON, 2007; HUTCHINSON & STEVENS, 2018).
Assim, de acordo com a técnica adotada, a topologia da arvore evolutiva de tripanossomas
foi alterada, ainda influenciada por alguns pardmetros que eram adotados, como o nimero
de espécies representativas, distancia do outgroup, enraizamento e outros.

Inicialmente, houve o desenvolvimento de metodologias de sequénciamento para
barcoding universal a partir das amostras genéticas retiradas destes parasitos, com a
promessa de identificacdo sensivel e confidvel de todos os taxons existentes
(HUTCHINSON & STEVENS, 2018). Esses sequénciamentos para o barcoding se
mostraram promissores, por possibilitarem a identificagdo a nivel de subespécie nas
infec¢des por espécies conhecidas ou nao, causadas por tripanossomas, bem como as
infeccdes mistas (COISSAC et al., 2016). Entretanto, no caso dos tripanossomas, a
tentativa de se utilizar um Unico marcador molecular que também fosse coincidente com
outros eucariotos nio obteve €xito, j4 que uma sequéncia padrao que se adequasse a todos
os pré-requisitos considerados ideais para um marcador genético universal (DNA
barcoding) ndo foi encontrado (HUTCHINSON & STEVENS, 2018).

Sendo assim, o marcador molecular SSU 18S rDNA bem como a sua sub-regiao
V7V8 sao utilizados no caso dos tripanossomas para barcoding (ou, a identificacao
molecular de espécies), além de inferéncias filogenéticas, respectivamente. As primeiras
analises filogenéticas de Trypanosoma utilizavam apenas o SSU 18S rDNA (HUGHES
& PIONTKIVSKA, 2003; JAKES, O'DONOGHUE & ADLARD, 2003; MARTIN et al.,
2002; STEVENS & RAMBAUT, 2001). Mas posteriormente, varios marcadores
moleculares foram utilizados em inferéncias filogenéticas de tripanossomas, de acordo
com a sua utilidade em informar determinadas questdes intra e interespecificas. Como
exemplos podemos citar o ITS1, ITS2, Cyt B, e o gene glicossomico Gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (gGAPDH) (BORGES, ENGSTLER & WOLF, 2021;
HAMILTON et al., 2005; MARCILI et al., 2009). Os genes ITS1 e ITS2 sdo utilizados

para diferenciar espécies de acordo com regides hipervariaveis do genoma dos parasitos,
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principalmente na descricdo dos parasitos por amplificacdo de genes especificos. O
marcador Cyt B ¢ utilizado para fins de diferenciacdo genotipica entre linhagens
(GARCIA et al., 2012; MARCILI et al., 2009; RAMIREZ, DUQUE & GUHL, 2011). Ja
a sub-regido V7V8 do gene SSU rDNA tem sido util para acessar a diversidade genética
dos tripanossomas (TEIXEIRA et al., 2011), enquanto o gGAPDH ¢ um marcador
molecular muito utilizado para o grupo, obtendo-se grandes vantagens em sua utilizacao
como: economia no sequenciamento, poucos GAPS e informag¢des profundas acerca da
filogenia dos tripanossomas (D’AVILA-LEVY et al., 2015), sendo portanto, adequado
para reconstrugdes filogenéticas do grupo por evoluir lentamente e ser relativamente
conservado (HAMILTON et al., 2005).

Entdo, os estudos passaram a incluir analises moleculares concatenadas, a partir
das sub-regides variaveis V7V8 do gene SSU 18S rDNA e (gGAPDH), as quais se
consolidaram como técnica de inferéncia filogenética para o género Trypanosoma
(HAMILTON et al., 2004; HAMILTON & GIBSON, 2010; SEHGAL, JONES &
SMITH, 2001; SLAPETA et al.,, 2016). As analises filogenéticas com sequéncias
concatenadas dos genes SSU 18S rDNA e o gGAPDH sao extremamente importantes,
por aumentar a acuracia filogenética (ADAMS & HAMILTON, 2008; BARBOSA et al.,
2016; D’AVILA-LEVY et al., 2015; DIAZ et al.,, 2020; FERREIRA et al., 2017;
HAMILTON et al., 2005; HAMILTON et al., 2008; LEMOS et al., 2015). Sendo assim,
a inclusdo de mais dados possibilitou que as arvores filogenéticas destes parasitos
desenvolvessem as ideias acerca da evolucdo dos mesmos, com certas questdes
evolutivas, como: Qual foi o primeiro hospedeiro dos tripanossomas (vertebrado ou
invertebrado)? Como foi o modo de diversificacao para o ambiente terrestre (por meio de
hospedeiros anuros ou marsupiais)? O primeiro evento de diversificagdo do grupo
corresponde as linhagens de tripanossomas aquaticos ou terrestres, ou as linhagens
aquaticas surgiram a partir de um evento posterior ao surgimento das linhagens terrestres?
Qual o modo de evolugdo dos subgéneros? (DARIO et al., 2017; DEANE & JANSEN,
1988; DIAZ et al., 2020; FERREIRA et al., 2017; HAMILTON et al., 2004;
SPODAREVA et al., 2018).

Mesmo com o aumento da acuracia filogenética e resolugdo satisfatoria das
relagdes filogenéticas existentes entre as espécies de tripanossomas, utilizando a analise
concatenada de marcadores moleculares (SSU 18S rDNA + gGAPDH), ainda ndo ¢
possivel recuperar relagdes filogenéticas coesas para todas as espécies que compdem 0s

agrupamentos desse género (FLEGONTOV et al., 2013; HAMILTON et al., 2004;
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HAMILTON & STEVENS, 2017; ORTIZ et al., 2018). Este fato pode ser exemplificado
por meio de espécies que se posicionam em ramos que ndo condizem com as filogenias
em geral, ou seja, ndo se posicionam em nenhum agrupamento conhecido. Em 2009, um
estudo realizado a partir de amostras sanguineas de coalas, presentes em um zoologico da
Australia, descreveu uma nova espécie de tripanossoma: 7. irwini . No entanto, a partir
de analises filogenéticas, a nova linhagem demonstrou se posicionar junto a um
tripanossoma aviario, compondo assim um clado parafilético (MCINNES et al., 2009).
Além disso, também podemos citar uma importante espécie cuja colocacao ¢
problematica, 7. vivax (HAMILTON et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006).

E importante salientar que a topologia da arvore filogenética e a histéria evolutiva
de Trypanosoma também sao sensiveis ao método filogenético, ao marcador molecular
empregado nas analises, e a quantidade de representantes de tripanossomas utilizados nas
analises. Por exemplo, a parafilia de Trypanosoma evidenciada por diversos trabalhos,
demonstrou ser ocasionada pela utilizagdo de apenas um marcador molecular (SSU 18S
rDNA), somado a utilizagdo de poucas sequéncias, ¢ ao enraizamento em outgroups
distantes do grupo de interesse (FERNANDES, NELSON & BEVERLEY, 1993;
GOMEZ et al., 1991; LANDWEBER & GILBERT, 1994; STEVENS & GIBSON, 1999;
STEVENS & RAMBAUT, 2001). Desta forma, a adogdao de distintos parametros nas
analises filogenéticas pode alterar significativamente a histéria evolutiva do presente
género. Este fato pode ser mais uma vez evidenciado pela proposta de utilizagdo
concatenada entre os genes SSU 18S rDNA e gGAPDH, proporcionada pelo trabalho de
Hamilton et al., (2005). Neste, foi suportado a monofilia do género Trypanosoma, que ja
havia sido apontada por outros autores (LUKES et al.,, 1997, SEHGAL, JONES &
SMITH, 2001; STEVENS & GIBSON, 1999). Além disso, este método de inferéncia
filogenética baseado em sequéncias concatenadas também evidenciou a falta de suporte
filogenético para a se¢do Stercoraria, proposta pela classificacdo de Hoare (HAMILTON
& STEVENS, 2017).

Apesar da melhoria nas inferéncias filogenéticas construidas para o grupo, a
historia evolutiva destes parasitos contém certas espécies que ainda nao possuem um
posicionamento filogenético dentro dos subgéneros condizente com as filogenias em
geral. A fim de exemplificar, podemos citar 7. terrestris, T. irwini e T. pestanai, que
inclusive na taxonomia mais atual foram nomeadas como incertae sedis, devido este seu
caracter (KOSTYGOV et al., 2021). Ainda, ha a existéncia de tdxons que estdo inseridos

em subgéneros conhecidos, mas com relagdes filogenéticas desconhecidas entre estes e
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os demais do agrupamento, como 7. rotatorium, Trypanosoma mega Dutton & Todd,
1903, Trypanosoma theileri Laveran, 1902, Trypanosoma wauwau Teixeira & Camargo,
2016, e outras (ACOSTA et al., 2013; BARBOSA et al., 2017; EGAN et al., 2020;
HAMILTON et al., 2005; HAMILTON et al., 2007; MCINNES et al., 2009; MOREL et
al., 2021; PEREZ et al., 2019; YAZAKI et al., 2017).

Desde a primeira vez, em que a metodologia de biologia molecular foi utilizada para
tripanossomas, em 1980, o niumero de trabalhos que a utilizam deu um salto, sendo que a
maioria destas utilizam os genes 18S rDNA e gGAPDH (HUTCHINSON & STEVENS,
2017). Com este aumento expressivo no numero de sequéncias de tripanossomas
disponiveis nos bancos de dados, como GenBank e TriTryp DB, ha a possibilidade e

necessidade de utilizacao de ferramentas mais modernas para analises filogenéticas.

Neste sentido, o emprego de outros métodos pode ser uma alternativa no
processamento de informacgdes genéticas. Por isto, métodos mais robustos, ou seja, que
possuem uma melhor capacidade de explicar a disposicdo dos seus dados (no caso,
sequéncias genéticas), e portanto, resultardo em filogenias mais precisas, t€m sido
adotados no intuito de abranger todas as novas informagdes recentes obtidas para o grupo.
Com o avango da Bioinformatica, ¢ certo que as moléculas de RNA possuem informagoes
adicionais valiosas, que podem ser utilizadas no processamento da informacao genética,

em vez de se utilizar unicamente a sequéncia primdaria de nucleotideos.

O conhecimento de sequéncias e das suas respectivas estruturas secundarias do RNA
para a constru¢ao de alinhamentos para filogenias, ¢ pré-requisito para entender a
evolucdo destas estruturas secundarias (SEIBEL et al., 2006). Isto porque, as sequéncias
nucleotidicas evoluem mais rapido do que a estrutura secundéria, mas mesmo assim,
moléculas de RNA diferentes terdo estruturas semelhantes, o que pode ser um fator
decisivo para inferéncias filogenéticas por conservar as informagdes de homologia
(BAUER, KLAU & REINERT, 2007; KELLER et al., 2010; WOLF, KOETSCHAN &
MULLER, 2014).

O método de sequéncia-estrutura consiste na utilizagdo simultanea de sequéncias do
gene SSU 18S rRNA e suas estruturas secundarias (WOLF, KOETSCHAN & MULLER,
2014). A utilizagdo de sequéncia-estrutura traz certas vantagens, como estender a
aplicabilidade do marcador empregado, e melhor poder de resolucdo de conflitos
filogenéticos (SCHULTZ & WOLF, 2009). Isto porque, este método promove o

aproveitamento de informacdes que antes nao eram consideradas, adicionando assim,
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novas informagdes a analise (SCHULTZ & WOLF, 2009). Ademais, com dados mais
robustos, a confiabilidade da arvore gerada ¢ maior (KELLER et al., 2010). Mesmo
assim, a técnica ainda possui algumas limitagdes, como: ao considerar um alinhamento
de sequéncia-estrutura sob uma matriz 4x3, requer maior tempo computacional para
estimar a topologia por Maxima-Verossimilhanca; conter apenas duas representagoes de
estruturas secundarias disponiveis no banco de dados (respectivas as espécies 7. cruzi e
T. brucei), consequentemente sendo necessario a modelagem por homologia para todos
os demais representantes; e inexisténcia de um protocolo de inferéncia filogenética
baseado na inferéncia Bayesiana. Mesmo assim, essa ferramenta vem sendo empregada
para alguns grupos, como Tunicados, Euglenophytas, e inclusive pela primeira vez em
parasitos do género Trypanosoma (BORGES, ENGSTLER & WOLF, 2021; MARIN
et al., 2003; TSAGKOGEORGA et al., 2009).

Além disso, podemos enfatizar que as probabilidades das inferéncias de parentesco e
ancestralidade entre os grupos feitas para Bilateria, foram significativamente melhores
(TELFORD, WISE & GOWRI-SHANKAR, 2005), sendo capaz de realizar a
discriminacao ao nivel intraespecifico de linhagens evolutivas (GRAJALES, AGUILAR
& SANCHEZ, 2007; HEGEWALD et al., 2010; KELLER et al., 2010; MARIN et al.,
2003; SAMANTA 2021; SHETH et al, 2019; TSAGKOGEORGA et al.,, 2009;
WIEMERS, KELLER & WOLF, 2009). Portanto, a utilizacdo deste recurso pode ser
considerado como um mecanismo extremamente Util de inferéncia filogenética no género
Trypanosoma, aumentando a robustez por adicionar novas informagdes (estruturas
secundarias) ao alinhamento e analises filogenéticas principalmente para marcadores
moleculares tinicos (WIEMERS et al., 2009; HEGEWALD et al., 2010; KELLER et al.,
2010; BUCHHEIM et al., 2011; MARKERT et al., 2012; KOETSCHAN et al., 2014;
WOLF etal.,2014; HEEG & WOLF, 2015; LIM et al., 2016; PLIEGER & WOLF, 2022),
além de utilizar trés estados possiveis de alinhamento, possibilitando a defini¢do com
mais clareza das relacdes filogenéticas existentes entre os subgéneros. Além disso, essa
metodologia possui como perspectiva atuar em conjunto com as analises filogenéticas

concatenadas j& atualmente aceitas nas inferéncias para o tripanossoma.
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2. Objetivos

Neste sentido, o presente estudo de forma geral objetivou verificar se diferentes
metodologias de inferéncia filogenética podem afetar as relacdes evolutivas estimadas até o
momento em 7rypanosoma, com €nfase no métodode sequéncia-estrutura do marcador 18S

rDNA.

2.1 Objetivos Especificos

Tivemos como principais objetivos estimar a filogenia do grupo por meio do
alinhamento concatenado entre sequéncias da regido hipervariavel V7V8 do gene 18S rDNA
e gGAPDH; inferir a estrutura secundaria do 18S rRNA de Trypanosoma, utilizando a
modelagempor homologia do marcador 18S rDNA (>1500 pb) em sequéncias de espécies
disponiveis em bancos de dados publicos; estimar a filogenia do grupo por meio do
alinhamento de sequéncia-estrutura do genel18S rDNA; e comparar os impactos dos métodos
utilizados em relacdo aos posicionamentos evolutivos, e suporte de ramos usando como base

a classificacao taxondmica vigente para Trypanosoma.
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Abstract

Trypanosomes are broadly diverse organisms, some of which have medical and economic
relevance. Studying this diversity has been the goal of the scientific community for decades. In spite
of advances made in reconstructing the phylogeny of trypanosomes, several evolutionary questions
remain unsolved. Thus, the use of different approaches to assess the phylogeny of the group could
be of advantage. This work compares three tree topologies obtained by different analyses: (1)
concatenation of sequence-only data of gGAPDH and the V7V8 region of the 18S rDNA, (2)

simultaneous use of the sequence and the secondary structure information of the 18S rDNA, and (3)
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sequence-only data from long, i.e., more or less complete sequences of the 18S rDNA. In this way,
we aim to investigate whether the sequence-structure method can contribute to elucidate the
phylogenetic relationships of trypanosomes. The sequence-structure analysis was able to accurately
recover monophyletic subgenera as well as broaden our perspective on the evolution of
trypanosomes. This analysis also showed a good capacity of evidencing instabilities in the trees

caused by rogue taxa in the dataset.

Keywords: Evolution; gGAPDH; rDNA; Secondary Structure; Trypanosomatidae; V7V8

1. Introduction

Trypanosomatidae is composed of monoxenous and dixenous parasites of plants and
animals (Votypka et al., 2014, 2015; Kaufer et al., 2019; Kostygov et al., 2021; Yurchenko et al.,
2021). Trypanosoma Gruby, 1843 is the type-genus and harbors the highest species richness with
~500 nominal species identified (Kostygov et al., 2021). The first work about trypanosomatids
trying to catalog such a variety of organisms is dated from 1912 when a series of morphological
aspects of bloodstream trypomastigotes were used to classify trypanosome species (Laveran and
Mesnil, 1912). Over the decades, similar efforts on trypanosome classification were done for
distinct groups of vertebrate hosts (Wenyon, 1926; Lehmann, 1954; Hoare, 1973). Despite these
attempts, the taxonomy of the group remained controversial. The observed pleomorphism of
trypanosome species (Vickerman, 1965; Nantulya et al., 1978; Spodareva et al., 2018), the
concurrent infection of hosts by multiple species of Trypanosoma (i.e., mixed infections)
(Jamonneau et al., 2004; Lemos et al., 2015) that could be misidentified as the same pleomorphic
species (Spodareva et al., 2018), and the morphological similarities of distinct trypanosome species
(Davies et al., 2005; Ferreira et al., 2007) have contributed to the taxonomical problem of
Trypanosoma. Thus, it is clear that morphology cannot be used as a prime character for the

identification of trypanosome species.
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In this context, phylogenetics became a valuable tool for allowing species identification and
contributing to a better comprehension of the evolution of trypanosomes (Hamilton et al., 2004;
Lukes et al., 2014; Lemos et al., 2015; Hamilton and Stevens, 2017; Fermino et al., 2019). Initially,
phylogenetic studies were mainly focused on 18S rDNA sequences (Maslov et al., 1996; Jakes et
al., 2001; Stevens and Rambaut, 2001; Martin et al., 2002; Hughes and Piontkivska, 2003).
Throughout the years, the need for an increased resolution to resolve internal relationships of
Trypanosoma has encouraged the use of other markers, such as glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (gGAPDH) (Hamilton et al., 2004, 2005), heat shock protein-70 (Hsp70) (Fraga et
al., 2016), and cathepsin (Ortiz et al., 2018). Currently, the combined use of the hypervariable
V7V8 region of 18S rDNA and gGAPDH is the main approach used in inferring trypanosome
phylogenies (Viola et al., 2009; Lemos et al., 2015; Fermino et al., 2013, 2015, 2019). The
“barcoding” of trypanosomes promoted by the use of these two markers allowed the identification
of many new species and lineages (Lemos et al., 2015; Fermino et al., 2013, 2015, 2019; Riana et
al., 2022) as well as helped to resolve the relationships among distinct clades (Hamilton and
Stevens, 2017).

Despite the progress promoted by the use of gGAPDH and V7V8 18S rDNA for
trypanosome classification, some inconsistencies remained. This issue is exemplified by the
grouping of organisms in artificial clades, such as the polyphyletic “Avian clade” (Zidkova et al.,
2012; Slapeta et al., 2016; Kostygov et al., 2021). The persistence of such conflicts motivated the
elaboration of a new taxonomic proposal that reorganized the former Trypanosoma clades into
monophyletic subgenera. As a result, the current classification presents 16 subgenera (4Aneza,
Australotrypanum, Avitrypanum, Crocotrypanum, Duttonella, Haematomonas, Herpetosoma,
Megatrypanum, Nannomonas, Ornithotrypanum, Pycnomonas, Schizotrypanum, Squamatrypanum,
Trypanomorpha, Trypanosoma, and Trypanozoon), three potential subgenera — still designated as
“species clades” (Trypanosoma livingstonei Teixeira and Camargo, 2013, Trypanosoma noyesi

Botero et al., 2016 and Trypanosoma wauwau Teixeira and Camargo, 2016), and three incertae
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sedis species (Trypanosoma irwini Mclnnes et al., 2009, Trypanosoma pestanai Bettencourt and
Franca, 1905, and Trypanosoma terrestris Marcili, 2013) (Kostygov et al., 2021).

By combining the traditional taxonomy, based on morphological and biological features
(such as life cycle), and the propositions on the evolution of the group, based on molecular
phylogenetics (Kostygov et al., 2021), the new classification shows a positive impact in our
understanding of Trypanosoma. In addition, by evidencing the existence of potential subgenera and
incertae sedis species, the new classification highlights the pitfalls of our current knowledge of
trypanosome evolution. Thus, the development and use of different phylogenetic approaches could
contribute to fill-in these gaps.

Recently, a method combining the information of 18S rDNA sequences and their respective
secondary structures (mentioned as sequence-structure) was used to infer the phylogeny of
Trypanosomatidae (Borges et al., 2021a). The sequence-structure method has proven to increase the
resolution of trees by extracting more information from a single marker (Keller et al., 2010; Wolf et
al., 2014; Heeg and Wolf, 2015; Lim et al., 2016; Buchheim et al., 2017; Plieger and Wolf, 2022)
and resulted in well-supported trees of Trypanosoma (Borges et al., 2021). However, it is known
that phylogenetic analyses are influenced by the genetic marker of choice, the method of inference,
as well as the dataset used for the analysis (Haag et al., 1998; Stevens et al., 1999; Stevens and
Rambaut, 2001; Hamilton et al., 2004, 2007; Lukes et al., 2018). Thus, this work uses a single
dataset (with the same trypanosome lineages and non-77rypanosoma outgroups) and similar
algorithms and substitution models for phylogenetic inferences. We compare the topologies
obtained with sequence-only data (concatenation of gGAPDH and the V7V8 region of the 18S
rDNA and non-concatenated long 18S rDNA, i.e., more or less complete sequences) and the
sequence-structure of long 18S rDNA. By minimizing the influence of the dataset and the inference
methods, we aim to analyze how the sequence-structure could contribute to the study of
trypanosomes and present new perspectives on the evolutionary story of Trypanosoma. In addition,

the sensibility of this method to rogue taxa (i.e., taxa with uncertain positions) (Aberer et al., 2013)
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opens an interesting discussion about the resolution of the trees and our current knowledge of the

relationships inside Trypanosoma.

2. Material and methods
2.1. Dataset’s structure

Long sequences (>1500 bp) of 18S rDNA and gGAPDH of Trypanosoma were assembled
from GenBank (Benson et al., 2018) and TriTrypDB databases (Aslett et al., 2010). The assembled
data were screened to contain only nominal species with sequences available for both markers. A
second refinement was performed to filter data obtained from the same species lineage. From the
final 18S rDNA dataset the V7V8 sub-regions were extracted by in silico PCR using SnapGene
(Insightful Science; available on snapgene.com). The primers used for this task were 609F
(CACCCCGCGGTAATTCCAGC), 706R (TCTGAGACTGTAACCTCAA), and 561R
(CTGAGACTGTAACCTCAAAGC) (Noyes et al., 1999; Lemos et al., 2015). Crithidia fasciculata
Léger, 1902, Blechomonas pulexsimulantis (Beard et al., 1989), Blechomonas wendygibsoni
Votypka and Sukov, 2013, and Leishmania major Y akimoft and Schokhor, 1914 were used as
outgroups. In this way, each dataset contained 54 sequences in total (Supplementary Table S1). It is
important to note that our data assembling strategy did not allow the inclusion of Trypanosoma suis
Ochmann, 1905 due to the lack of long 18S rDNA sequences available. Thus, the subgenus

Pycnomonas was not represented in our dataset.

2.2. Concatenate phylogenetic analyses: gGAPDH and V7V8 - 18S rDNA

Nucleotide sequences of gGAPDH and V7V8 18S rDNA were individually aligned in
MAFFT (Katoh and Standley, 2013), using the default options, and visually inspected. Then both
datasets were concatenated into a single supermatrix in SeaView 4.5.4 (Gouy et al., 2010). Missing
genes were treated as missing data. After removing poorly aligned positions with Gblocks

(Castresana, 2000), a matrix with 1670 bp was obtained. The phylogenetic analysis was inferred by
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the maximum likelihood (ML) framework as implemented in RAXML (Stamatakis, 2014). The
model GTR + G + I (Kimura, 1980; Tavaré, 1986; Yang, 1994) was chosen as the best substitution
model in MEGA7 (Kumar et al., 2016). Clade support was assessed with the bootstrap convergence

criterion of RAXML (Stamatakis, 2014) with 150 pseudo-replicates.

2.3. Sequence-structure phylogenetic analysis of 18S rDNA

The secondary structures of the 18S rRNA of Trypanosoma brucei Plimmer and Bradford,
1899 and Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 were retrieved from the Comparative RNA Web Site
(CRW) (Cannone et al., 2002). These data were used for homology modeling, using the ‘model’
option as implemented in the ITS2 database (Ankenbrand et al., 2015) to obtain the secondary
structures for each and all of our long 18S rDNA sequences. For our sequence-structure alignment,
the four RNA nucleotides, which were multiplied by three states (unpaired, paired left, and paired
right), are encoded by a 12-letter alphabet (Wolf et al., 2014). Using a specific 12x12 sequence-
structure scoring matrix (Seibel et al., 2006), a global alignment of multiple sequence-structure data
was automatically generated in ClustalW2 1.83 (Larkin et al., 2007) as implemented in 4SALE
1.7.1 (Seibel et al., 2006, 2008). The flanking regions of the entire alignment block were trimmed in
4SALE based on the gaps at the beginning and end of the shortest sequence, resulting in a 2366 bp
array. The 12-letter encoded alignment (Wolf et al., 2014) obtained from 4SALE was used for
phylogenetic analysis. An ML tree was estimated using phangorn as implemented in R (R Core
Team, 2014; Schliep, 2011). The substitution model was GTR + G + I and the consensus tree was
obtained from 100 pseudo-replicates. The R script used is available online

(http://4sale.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/mlseqstr.html).

2.4. Phylogenetic analysis based on long sequences of 18S rDNAhe long sequences of 18S rDNA
were aligned individually in MAFFT (Katoh and Standley, 2013), with default options, and visually

inspected. Poorly aligned positions were removed using Gblocks (Castresana, 2000) resulting in a
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matrix with 2072 bp. The phylogeny was inferred by ML implemented in RAXML (Stamatakis,
2014). The substitution model TN93 + G + I (Kimura, 1980; Tavaré¢, 1986; Yang, 1994) was chosen
in MEGA7 (Kumar et al., 2016). Clade support was assessed with the bootstrap convergence

criterion of RAXML (Stamatakis, 2014) with 800 pseudo-replicates.

3. Results

Our dataset assembled representatives of all former Trypanosoma clades, which appear,
according to the new classification, as 15 subgenera, two potential subgenera (subclades), and three
taxa incertae sedis (Fig. 1). The concatenated analysis shows the divergence of aquatic and
terrestrial lineages of trypanosomes as the deepest split in the group (Fig. 1). As a matter of interest
for further discussion, African trypanosomes (Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon) are placed in
an internal branch of terrestrial trypanosomes. The potential subgenera (7. livingstonei and T.
wauwau) appeared in the internal branches of Schizotrypanum and Aneza. In addition, it is
important to note the close relationship between incertae sedis species and certain subgenera: 7.
terrestris and Crocotrypanum (ML = 81), T. pestanai and Australotrypanum (ML = 100), and T.
irwini and Ornithotrypanum (ML = 100) (Fig. 1).

The sequence-structure topology (Fig. 2) also recovered the same number of subgenera,
potential subgenera/subclades, and incertae sedis (according to the current classification). However,
the deepest split of this tree was observed between the group of African trypanosomes (Duttonella,
Nannomonas, and Trypanozoon) and all other trypanosomes of both terrestrial and aquatic lineages
(Fig. 2). As a consequence, the relationships between all other subgenera were altered. In this
scenario, Squamatrypanum appears as the first to diverge (ML = 100) followed by a split between
aquatic lineage (Haematomonas and Trypanosoma) (ML = 99) and other terrestrial trypanosomes
(Crocotrypanum, Australotrypanum, Megatrypanum, Trypanomorpha, Avitrypanum,
Schizotrypanum, Aneza, Herpetosoma, Ornithotrypanum). The potential subgenera T. livingstonei

and 7. wauwau are still placed close to Schizotrypanum and Aneza. However, in this topology, 7.

63



183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

livingstonei diverges earlier than Schizotrypanum while this branch (7. livingstonei +
Schizotrypanum) is shown as a sister group of Aneza + Herpetosoma + T. wauwau (Fig. 2). Inside
this sister group, 7. wauwau is the first to diverge. It is important to note that these alterations are
not strongly supported, with the whole group showing a bootstrap value of 49 (Fig. 2), which will
be further discussed. The incertae sedis T. pestanai still appears in a close relationship to
Australotrypanum (ML = 100) as well as 7. irwini and Ornithotrypanum (ML = 100). However, the
positioning of 7. terrestris was altered. This species is shown in the fourth branching point of the
tree, assuming an earlier divergence than the other trypanosomes of terrestrial lineage
(Crocotrypanum, Megatrypanum, Australotrypanum, Ornithotrypanum, Avitrypanum,
Schizotrypanum, Aneza, Herpetosoma, Trypanomorpha, T. wauwau, T. livingstonei, T. pestanai,
and 7. irwini) (Fig. 2).

In comparison to the sequence-structure tree, the inference based on long sequences of the
18S rDNA does not show any difference in the number of subgenera, potential subgenera, and taxa
incertae sedis recovered (Fig. 3A, B). Three subgenera (Megatrypanum, Schizotrypanum, and
Trypanosoma) show differences in the inter-specific relationships while the collapsed ones do not
differ in both topologies (Fig. 3A, B). In general, the alterations inside the subgenera are related to
the early-branching species in each group, which, consequently, cause alterations in other internal
relationships. In Megatrypanum we can observe the internal branch occupied by Trypanosoma
cyclops Weinman, 1972 in the sequence-structure tree (Fig. 3A) while Trypanosoma theileri
Laveran, 1902 is placed in this position by the sequence-only tree (Fig. 3B). In Schizotrypanum, the
basal positioning was occupied by either Trypanosoma dionisii Bettencourt and Franga, 1905 in the
sequence-structure tree (Fig. 3A) or Trypanosoma erneyi Lima and Teixeira, 2012 in the sequence-
only tree (Fig. 3B). The first species to diverge in Trypanosoma is either Trypanosoma mega
Dutton and Todd, 1903 (Fig. 3A) or Trypanosoma rotatorium (Mayer, 1843) (Fig. 3B). Looking at
the big picture, we see the divergence of the aquatic and terrestrial lineages as the first event in the

sequence-only tree (Fig. 3B). However, the support for the monophyly of this lineage is low (ML =
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59) when compared to the sequence-structure tree (ML = 99) (Fig. 3A). The subgenera
Trypanomorpha and Avitrypanum are placed as sister groups in the sequence-structure tree (Fig.
3A) while the topology of the sequence-only tree suggests the early branching of Trypanomorpha
(Fig. 3B). The potential subgenera 7. wauwau diverges before Aneza and Schizotrypanum (Fig. 3B).
However, T. livingstonei assumes a closer relationship to Herpetosoma, Australotrypanum, African
trypanosomes (Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon), and T. pestanai (Fig. 3B). Regarding the
incertae sedis taxa, while T. pestanai still branches together with Australotrypanum and T. irwini
with Ornithotrypanum, T. terrestris now appears in a speciation event anterior to Squamatrypanum,

T. irwini, and Ornithotrypanum (Fig. 3B).

4. Discussion
4.1. Trypanosome evolution: inferences from the concatenated analysis

Due to the lack of fossil evidence, the evolutionary story of Trypanosoma must be inferred
by phylogenetics. The scenarios proposed by these studies can be taken together with biological
features of trypanosomes and biogeography in an attempt to reconstruct the likely speciation route
of these parasites (Hamilton et al., 2007; Lukes et al., 2014; Hamilton and Stevens, 2017). Thus, our
understanding of trypanosome evolution comes from propositions that take into consideration the
common points of different studies along with the least cost speciation path.

Considering the wide use and acceptance of concatenated analysis of gGAPDH and the
V7V8 region of 18S rDNA for the phylogeny and taxonomy of trypanosomes, we used this method
to represent the scenario of trypanosome evolution inferred from our dataset. Of the 16 existent
subgenera (Kostygov et al., 2021), 15 had representative species in our dataset and could be
recovered as monophyletic groups. The deepest branch of the tree is the split between the aquatic
and terrestrial lineages, which is largely documented in the literature (Hamilton et al., 2007; Lemos
et al., 2015; Lima et al., 2015; Spodareva et al., 2018; Fermino et al., 2019). The monophyletic

group formed by Crocotrypanum and the incertae sedis T. terrestris is presented as the first to
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diverge among terrestrial trypanosomes. Although robustly supported in our tree, this scenario is
still uncertain. In our topology, these trypanosomes would represent the most ancient group of
terrestrial lineage. This proposition is not supported by estimations of divergence times (Pérez et al.,
2019) or phylogenomics (Kelly et al., 2014; Galen et al., 2020). In addition, previous studies
suggested either their monophyly (Ferreira et al., 2017; Pérez et al., 2019) or the divergence of
Crocotrypanum before T. terrestris (Acosta et al., 2013). Thus, whether Crocotrypanum and T.
terrestris form a monophyletic group and how they are related to other trypanosomes is still under
debate.

The independent evolutionary stories of the human pathogens 7. brucei and T. cruzi are
shown in our tree and are extensively documented in the literature (Stevens et al., 1999; Hamilton et
al., 2004; Hamilton and Stevens, 2017; Kostygov et al., 2021). This independency is highlighted by
the internal split of terrestrial trypanosomes resulting in two big subgroups. The first is formed by
African trypanosomes (Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon), Ornithotrypanum,
Squamatrypanum, Megatrypanum, Avitrypanum, and Trypanomorpha, and the second by
Schizotrypanum, Aneza, Herpetosoma, and Australotrypanum. Phylogenomic analyses do not
support these relationships (REFs). Instead, these analyses presented African trypanosomes as a
sister group of other subgenera, named Aneza, Avitrypanum, Crocotrypanum, Megatrypanum, and
Schizotrypanum (Kelly et al., 2014; Galen et al., 2020). Thus, it is possible to suggest that more
studies are necessary to fully comprehend the events that culminated in the divergence of African
trypanosomes and how their story is connected to other subgenera.

Some subgenera of terrestrial lineage are known to have a close relationship. They are
represented in our concatenated tree and also documented in the literature as sister groups, such as
Avitrypanum and Trypanomorpha (Votypka et al., 2012; Slapeta et al., 2016; Borges et al., 2021a;
Kostygov et al., 2021), or as supergroups, such as the members of the former 7. cruzi clade
(Schizotrypanum, Aneza, and the potential subgenera 7. wauwau and T. livingstonei) (Hamilton et

al., 2005; Acosta et al., 2013; Ferreira et al., 2017; Riana et al., 2022). In addition, our tree
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261  corroborates the suggested monophyly of the incertae sedis species T. pestanai and T. irwini with
262  Australotrypanum and Ornithotrypanum, respectively (Mclnnes et al., 2009; Acosta et al., 2013;
263  Botero et al., 2013; Barbosa et al., 2016; Kostygov et al., 2021).

264

265  4.2. Contrasting the sequence-structure topology and the concatenated tree

266 The sequence-structure tree generated from the same dataset shows congruencies to the
267  concatenated topology. All 15 subgenera were properly recovered as monophyletic groups, there
268  was a solid branching of aquatic trypanosomes as well as African trypanosomes, 7. brucei and T.
269  cruzi showed independent evolutionary stories, Avitrypanum and Trypanomorpha were recovered
270  as sister groups, and the incertae sedis T. pestanai and T. irwini were respectively grouped with
271 Australotrypanum and Onithotrypanum. Therefore, the sequence-structure analysis corroborates
272 many points on Trypanosoma evolution that are largely accepted by the scientific community.

273 Nevertheless, the first three events of the sequence-structure tree are intriguing. The tree
274  presents African trypanosomes (Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon) in the first divergence
275  event of Trypanosoma. As a consequence, all other trypanosomes, from terrestrial and aquatic

276  lineages, are placed in the other branch of the tree. Squamatrypanum is placed in the second

277  divergence event, assuming a deeper position than all other trypanosomes, followed by the

278  appearance of the aquatic lineage (Haematomonas and Trypanosoma). Our topology agrees with a
279  previous study using the same method (Borges et al., 2021a). However, it does not agree with

280 analyses based solely on the sequence information presented here or in previous publications

281  (Stevens et al., 1999; Hamilton et al., 2004, 2007; Lemos et al., 2015; Spodareva et al., 2018).

282 It is largely accepted that African trypanosomes (Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon,
283  and Pycnomonas) have their origins confined to Africa (Rodrigues et al., 2008; Silva Pereira et al.,
284 2020). The isolation of some parasites inside Africa after continental separation (~165 million years
285  ago) (Rabinowitz et al., 1983) could have contributed to speciation and shaped many biological

286  characteristics, such as the transmission by tsetse flies and the cell surface coated with variant

67



287

288

289

290

201

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

surface glycoproteins (VSGs) (Vickerman, 1969; Cross, 1975; Borges et al., 2021b). These aspects
help to explain the solid branch formed by African trypanosomes in many phylogenetic analyses
(Stevens et al., 1999; Hamilton et al., 2004; Votypka et al., 2012; Hamilton and Stevens, 2017,
Borges et al., 2021a; Kostygov et al., 2021). It is known that the inclusion of African trypanosomes
in the dataset subjects the tree to a phenomenon called “long-branch attraction” (Maslov and Lukes,
1998; Noyes, 1998), which pulls the group with higher substitution rates, i.e., African
trypanosomes, towards the outgroup. This phenomenon can be counterbalanced, for example, by
increasing the number of species in the dataset, choosing close related outgroups, and using
conserved regions of the rDNA (Lukes et al., 1997; Maslov, 1998). Although our dataset has
followed these criteria, the nature of our analyses does not allow us to rule out the influence of the
“long-branch attraction” in our results. Nevertheless, it is important to note that our scenario is
supported by phylogenomic studies which have shown a deep branching of African trypanosomes
(Kelly et al., 2014; Galen et al., 2020).

The subgenus Squamatrypanum is composed of trypanosomes of marsupials, rodents,
snakes, and lizards (Kostygov et al., 2021) and there is still no consensus about its relationship with
other subgenera. Studies using concatenated analyses of gGAPDH and 18S rDNA suggest the
divergence of this subgenus in recent events (Viola et al., 2009; Ferreira et al., 2017; Fermino et al.,
2019). However, these analyses proposed distinct sister groups for Squamatrypanum:
Megatrypanum (Viola et al., 2009), Australotrypanum + T. pestanai + African trypanosomes
(Duttonella, Nannomonas, Trypanozoon) (Ferreira et al., 2017), and trypanosomes of birds
(Fermino et al., 2019). In addition, our concatenated analysis displays Squamatrypanum as a sister
group of Ornithotrypanum + T. irwini. The dataset and the outgroup used in all of these different
analyses may have impacted the distinct scenarios presented by them. This suggests that the
concatenated analysis of gGAPDH and 18S rDNA cannot resolve the evolutionary relationships of
Squamatrypanum while the sequence-structure method seems to be less influenced by these aspects

(Borges et al., 2021a).
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It is accepted that the accidental transmission and survival of a monoxenous trypanosomatid
in a vertebrate host would have allowed the origin of 7rypanosoma (Lukes et al., 2014; Hamilton
and Stevens, 2017). This likely occurred around 283-231 million years ago (Lukes et al., 2014), in
the Late Cretaceous, which is much earlier than the first appearance of marsupials, ~86 million
years ago, or even metatherians, ~160 million years ago (Pascual, 2006; Mitchell et al., 2014;
Williamson et al., 2014). Thus, our sequence-structure phylogeny, allows us to hypothesize the
radiation of trypanosomes through marsupials. In this scenario, infected animals could have carried
trypanosomes during migration from South America to Australia (Pascual, 2006; Mitchell et al.,
2014). This dispersion subjected the parasites to different ecological pressures that could have
influenced the divergence of three subgenera that are still recorded in marsupials
(Australotrypanum, Schizotrypanum, and Aneza) as well as one potential subgenus (7. noyesi) and
one incertae sedis taxon (7. irwini) (Silva et al., 2004; Lima et al., 2015; Botero et al., 2016;

Barbosa et al., 2017; Hamilton and Stevens, 2017).

5. Conclusions

Although largely used in phylogenetic studies, the 18S rDNA is not always able to resolve
the positioning of taxa, especially when the inter-specific distance is small (Tang et al., 2012;
Hamilton and Stevens, 2017). Because the concatenation of this marker with gGAPDH increased
the resolution of phylogenetic trees, this approach became the most common method for
trypanosome phylogeny and taxonomy (Hamilton and Stevens, 2017). However, careful curation of
the data retrieved from repositories will show that some species lineages do not have the
information for both sequences available. This is potentially problematic if we take into
consideration the discrepancies in Trypanosoma taxonomy. In this way, finding alternatives to infer
phylogenetic relationships with high resolution from the 18S rDNA would benefit the study of

trypanosomes.
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Overall, the sequence-structure analysis represents a suitable method for phylogenetic
inferences of Trypanosoma. The low influence of the dataset on subgenera recovery advocates its
use as an alternative method for taxonomical studies, especially when a concatenated analysis is not
possible. By allowing the investigation of species that cannot be studied by concatenated analysis,
the sequence-structure method can increase our knowledge of the evolution of such an important

group of parasites.
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Fig. 1. Concatenate phylogeny of gGAPDH and V7V8 18S rDNA obtained by Maximum
Likelihood with bootstrap values of 150 pseudo-replicates. The tree is rooted at non-
Trypanosoma trypanosomatids. The classification by clades, as explained in Hamilton and
Stevens (2017), as well as the new classification by subgenera (subg.), of Kostygov et al.

(2021), are depicted. The scale bar indicates evolutionary distances.
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Fig. 2. 18S rDNA sequence-structure tree obtained by Maximum Likelihood with the same
taxon sampling of Fig. 1. Bootstrap values from 100 pseudo-replicates are mapped at the
appropriate internodes. The scale bar indicates evolutionary distances. The tree is rooted at non-
Trypanosoma trypanosomatids using the same species of Fig. 1. The classification by subgenera

(subg.), of Kostygov et al. (2021), is depicted.
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Fig. 3. Comparison between 18S rDNA tree topologies. (A) Consensus tree of the sequence-
structure method (A) is presented side-by-side with the tree generated based only on long
sequences (> 1500 bp) of the same gene (B). Both trees were generated from the same taxon
sampling and rooted by non-Trypanosoma trypanosomatids. Trees were estimated by
Maximum Likelihood using 100 and 800 pseudo-replicates, respectively. The scale bar
indicates evolutionary distances. The classification by subgenera, of Kostygov et al. (2021), is

depicted. Subgenera that do not show differences in the inter-specific relationships were

collapsed.



3. CONCLUSAO

A andlise de sequéncia-estrutura demonstrou ser uma importante ferramenta para
acessar relagoes filogenéticas profundas entre as espécies de tripanossomas.

A andlise de sequéncia-estrutura foi sensivel a tdxons que geram artefatos ou
considerados como incertae sedis

A metodologia conseguiu resgatar todos os subgéneros conhecidos, com maximo
valor de suporte, mesmo utilizando apenas um marcador molecular (SSU 18S rDNA)
O presente trabalho revelou uma abordagem confidvel e robusta da metodologia de
sequéncia-estrutura, sendo uma proposta vidvel as andlises filogenéticas em

Trypanosoma.
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MATERIAL SUPLEMENTAR
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Tabela 1: Primers utilizados para a extracdo via PCR in silico da regido V7V8 das
sequéncias de tripanossomas e grupo externo. (*) Primer reverso distinto utilizado

apenas no caso da reacdo in silico de Trypanosoma brucei brucei.

Primer Sequéncia (5’ para 3°) Referéncias
609F CACCCCGCGGTAATTCCAGC Lemos et al.,
(2015)
706R TCTGAGACTGTAACCTCAA Lemos et al.,
(2015)
S561R* CTGAGACTGTAACCTCAAAGC  Noyes et al., (1999)
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Tabela 2: Compilado das sequéncias utilizadas de tripanossomas, seus respectivos hospedeiros, localizagdo geografica e referéncia
bibliografica.

Espécies de

Linhagens SSU rDNA gGAPDH Hospedeiro Localizacao Referéncia
Tripanossomas
chaffinch Republica
Trypanosoma avium (LSHTM) AJ009140  AJ620263 Fringilla coelebs Tcheca Stevens, Noyes and
Gibson (1998)
Republica
Trypanosoma avium SIM3 AF416563  FJ649487 Eusimulium securiforme Tcheca Votypka et al., (2002)
Trypanosoma avium sp30 FJ649482  FJ649490 NI Australia Mclnnes et al., (2009)
Trypanosoma bennetti KT-2 AJ223562  FJ649486 Acaros NI Haag, O'hUigin, and
Overath (1998)
Trypanosoma binney AAW AJ620565  AJ620266 Ornithorhynchus anatinus ~ Austrélia Hamilton et al., (2005)
Glossina morsitans
submorsitans (mosca
Trypanosoma godfreyi KEN7 AJO09155 AMS0335 Tsétsé) Gambia Stevens, Noyes and

Gibson (1998)
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Trypanosoma mega

Trypanosoma cascavelli

Trypanosoma corvi

Trypanosoma culicavium

Trypanosoma culicavium
Trypanosoma cyclops
Trypanosoma freitasi
Trypanosoma gennarii
Trypanosoma gilletti
Trypanosoma
melophagium

Trypanosoma microti

ATCC 30038

TryCC 425

ITMAP 180795

PAS109

PAS99

LV492

TCC09

CBT 160

Lanie

TmHRI1

TRL132

AJ009157

EU095837

AY461665

HQ107966

HQ107969
AJ131958

MF401951
KT343360

GU966589

HQ664912

AJO09158

AJ620253

FJ236511

FJ649496

HQ906659

HQ906658
FJ649493

MF401952
KT343368

GU966587

HQ664807

AJ620273

Bufo regularis

Crotalus durissus
Corvus frugilegus

frugilegus

Ficedula albicollis

Ficedula albicollis

NI

Monodelphis brevicaudata
Monodelphis domestica

Phascolarctos cinereus

Melophagus ovinus

Microtis agrestis

Africa

Brasil

Reino Unido

Republica
Tcheca
Republica
Tcheca
NI

Brasil
Brasil

Australia

Croacia

Inglaterra

Stevens, Noyes and Gibson
(1998)

Viola et al., (2008)

Votypka, Lukes and Obornik
(2004)

Votypka et al., (2012)

Votypka et al., (2012)
NI

Ortiz et al., (2018)
Ferreira et al., (2017)

Mclnnes et al., (2011)

Garcia et al., (2011)

Stevens, Noyes and Gibson
(1998)
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Trypanosoma pestanai

Trypanosoma ralphi
Trypanosoma

vespertilionis

Trypanosoma boissoni
Trypanosoma conorhini
Trypanosoma copemani

Trypanosoma granulosum

Trypanosoma grayi

Trypanosoma irwini
Trypanosoma lainsoni
Trypanosoma
trinaperronei

Trypanosoma varani

LEM110

TCC1829

P14

ITMAP 2211

USP

koala Charlton

UK

ANRA4

TCC948

WTD2268

V54

AJ009159

KF546521

AJ009166

U39580

AJ012411

GU966588

AJ620551

AJ005278

F1649479

MF403111

MN752212

AJ005279

AJ620275

KF546511

AJ620283

AJ620245

AJ620267

GU966584

AJ620247

AMS503352

FJ649485

MF406153

MN756794

AJ620261

Meles meles

Caiman crocodilus

Pipistrellus pipistrellus

Zanobatus atlanticus
Rattus rattus
Phascolarctos cinereus
Anguilla anguilla
Glossina palpalis

gambiensis

Phascolarctos cinereus

Oryzomys russatus

Odocoileus virginianus

Varanus exanthematicus

Franca

Brasil

Inglaterra

Senegal
Brasil
Australia

NI

Gambia

Australia

Brasil

Venezuela

Senegal

Stevens, Noyes and Gibson
(1998)

Fermino et al., (2013)

Stevens, Noyes and Gibson
(1998)

Maslov et al., (1996)
Stevens et al., (1999)
Mclnnes et al., (2011)

Hamilton (2003)

Stevens, Noyes and Gibson
(1998)

Mclnnes et al., (2009)

Ortiz et al., (2018)

Garcia et al., (2020)

Stevens et al., (1999)
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Trypanosoma congolense

Trypanosoma dionisii

Trypanosoma erneyi
Trypanosoma livingstonei
Trypanosoma
niviventerae
Trypanosoma rangeli
Trypanosoma rangeli
Trypanosoma rotatorium

Trypanosoma simiae

Trypanosoma terrestris
Trypanosoma
thomasbancroffti
Trypanosoma vivax

Trypanosoma wauwau

Kilifi WG 5

P3

TCCI1293

TCCI1270

AMS0
PG
B2-11

KEN2

CTB 61

(genotype 1)
TviMzNy

CBT 68

AJ009144

AJ009151

JN040987

KF192979

AB242274

AY491766

AJ012416

AJ009161

AJ009162

KF586848

KT728373

EU477537

KR653210

AJ620288

F1649494

JN040964

KF192958

LC369598

JNO040973

KT368805

AJ620256

AJ620293

KF586845

KU323392

FM876218

KR653217

Capra sp

Pipistrellus pipistrellus

Tadarida sp.

Rhinolophus landeri

Niviventer confucianus
Homo sapiens

Homo sapiens

Rana catesbiana

G.m. submorsitans

Tapirus terrestris

Xanthomyza phrygia
Tragelaphus angasii

Pteronotus parnellii

Quénia
Inglaterra

Mocambique

Mogambique

China
Brasil
Brasil
Canada

Gambia

Brasil

Australia
Africa Oriental

Brasil

Stevens et al., (1999)

Stevens, Noyes and Gibson
(1998)

Lima et al., (2012)

Lima et al., (2013)

Mafie et al., (2019)
Silva et al., (2004)
Stevens et al., (1999)
Stevens et al., (1999)

Stevens, Noyes and Gibson
(1998)

Acosta et al., (2013)

Slapeta et al., (2016)
Rodrigues et al., (2008)

Da Costa et al., (2016)
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Trypanosoma theileri

Trypanosoma brucei
brucei

Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi

marinkellei

Trypanosoma fallisi

TREU 124

TREU 927
G
Y

TryCC 793

B7

AJ009163  HQ664800

Bos taurus

Th927.2452 Tb927.6.4280 NI

AF239981 GQ140351
AF301912 AB362560
FJ900241  GQ140358

AJO09150  AJ620270

AF119806 AJ620254

Didelphidae (Gamba)
Didelphidae (Gamba)

Myotis levis

Phyllostomum discolor

Bufo americanus

Escdécia

NI

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Canada

Stevens, Noyes and
Gibson (1998)

Berriman et al., (2005)
Kawashita et al., (2001)
Kawashita et al., (2001)

Cavazzana et al., (2010)

Stevens, Noyes and
Gibson (1998)

Martin et al., (2002)

*Sequéncias demarcadas em negrito foram retiradas do banco de dados TriTrypDB

**NI: ndo informado
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Secondary Structure: small subunit ribosomal RNA
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