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Resumo

O sexo ¢é inerente a vida eucaridtica. Distante do senso comum, sexo pode ser definido como
plasmogamia (fusdo celular) seguida, eventualmente, de meiose. Ambos 0s processos sdao
fundamentais para qualquer ciclo de vida sexual e requerem uma maquinaria especifica. Muitos
componentes desta maquinaria ja foram identificados e permanecem altamente conservados entre as
linhagens mais distantes, realizando basicamente as mesmas fun¢des em todos os grupos. Esta caixa
de ferramentas da meiose pode ser usada como uma indicagdo de processos meidticos, mesmo
quando tais processos nao foram observados ainda. Mesmo que o ancestral de todos os eucariotos
seja presumidamente sexuado, alguns grupos sdo tratados como assexuais por muitos autores na
literatura baseados na falta de ciclos sexuais observaveis em cultura. Entre estes ‘assexuais’ estdo as
amebas pertencentes a Amoebozoa, um super-grupo eucariotico. Muitas linhagens de Amoebozoa
sdo consideradas assexuadas, mas alguns géneros mais bem estudados dentro do super-grupo foram
demonstrados como sendo plenamente sexuados, por exemplo, Trichosphaerium, Physarum,
Dictyostelium. Alguns outros géneros exibem evidéncias indiretas para processos sexuais e podem
ser sexuadas também. A ocorréncia de organismos sexuais dentro de Amoebozoa aponta para um
ancestral sexuado para o super-grupo inteiro, de outra maneira o sexo teria que ter evoluido
novamente em Amoebozoa, 0 que ndo seria uma visdo parcimoniosa. NOs coletamos dados
moleculares de varias linhagens de Amoebozoa com representativos da maior parte de sua
diversidade conhecida e procuramos um caixa de ferramentas estendida, com adi¢cao da maquinaria
da plasmogamia. Como resultado, pudemos encontrar todos os componentes desta maquinaria em
basicamente todos os grupos de Amoebozoa. Estes resultados ndo sé suportam a ocorréncia de
ciclos sexuais em todo o grupo Amoebozoa, mas também um provavel alto nivel de conservacao
para os principais processos sexuais. Adicionalmente, realizamos analises similares para toda a
diversidade eucaridtica conhecida com resultados similares, exceto para alguns grupos isolados.
Reconstrugdes profundas também forneceram evidéncias para uma nova historia evolutiva para o
sistema de reparo de bases mal-pareadas (mismatch-repair) em eucariontes, um mecanismo de
reparo de DNA que integra a maquinaria da meiose. Todos os resultados apontam para uma origem
arqueal para a maquinaria meidtica e para uma ampla presenca de processos sexuais em
basicamente todos os eucariontes.

Palavras-chave: Amoebozoa, meiose, plasmogamia, sexo.






Abstract

Sex is an inherent part of eukaryotic life. Far from the common sense, sex can be defined as
plasmogamy (cell fusion) eventually followed by meiosis. Both processes are fundamental to any
sexual life cycle and require a specific machinery. Several components of this machinery have been
already identified and remain highly conserved among the most distantly related eukaryotic
lineages, performing basically the same functions in all groups. This meiosis toolkit may be used as
an indication of sexual processes, even when such processes have not been observed yet. Even
though the ancestor of all eukaryotes is assumed to be sexual, some eukaryotic groups are normally
treated as asexuals by many authors in the literature based on the lack of observable sexual cycles in
culture. Among these ‘asexuals’ are the amoebae belonging to Amoebozoa, a major eukaryotic
supergroup. Several lineages of Amoebozoa are considered asexual, but some well studied genera
inside this supergroup were demonstrated to be fully sexual, i.e., Trichosphaerium, Physarum,
Dictyostelium. Some other genera exhibit indirect evidence for sexual processes and may be sexual
as well. The occurrence of sexual organisms inside Amoebozoa points to a sexual ancestor for the
whole supergroup, otherwise sex would have to evolve again in Amoebozoa, not exactly a
parsimonious view. We collected molecular data from several amoebozoan lineages with
representatives of most of its known diversity and searched for an expanded meiosis toolkit, adding
the plasmogamy machinery to it. As a result, we were able to find every component of this
machinery in basically all amoebozoan groups. These results support not only the occurrence of
sexual processes in all Amoebozoa, but also a probable high level of conservation for mains sexual
processes. Additionally, we performed similar analyses for all known eukaryotic diversity with
similar results, except for a few isolated groups. Deep reconstructions also provided evidence for a
new evolutionary history for the mismatch-repair system in eukaryotes, a DNA repair mechanism
that is part of the meiotic machinery. All results point to an archaeal origin for the meiotic
machinery and for a widespread presence of sexual processes in basically all eukaryotes.

Keywords: Amoebozoa, meiosis, plasmogamy, sex.






Introduciao

Quando decidi iniciar um doutorado, vi-me diante de um novo grupo de eucariontes para
realizar um trabalho em evolu¢do molecular: Amoebozoa. Um desafio duplo: o primeiro seria
abandonar meu antigo grupo de estudo — Apicomplexa — e me dedicar a um nova linhagem de
eucariotos cuja circunscri¢do era mais recente — datando da década de 1990 (T. Cavalier-Smith
1998) — e sobre a qual muito pouco eu sabia; o segundo seria efetuar a transicdo de uma abordagem
meramente taxondmica e morfologica para a evolugdo molecular com o uso de ferramentas de
bioinformatica aplicadas a sequéncias bioldgicas. A davida inicial pairava entre dois diferentes
recortes no tema de evolucdo de Amoebozoa: evolucdo do flagelo no grupo e evolucdo da
maquinaria molecular responsavel pela meiose (¢ da meiose per se); optou-se pela tltima. Um
grande volume de dados de transcriptomas havia sido anteriormente gerado como parte de uma
colaboragdo internacional entre nosso laboratorio e um grupo sediado em Mississippi (grupo de
Matthew W. Brown). Tais dados, aliados aos genomas disponiveis, forneceriam um rico conjunto de
dados para se explorar o tema do presente estudo iniciado em meados de 2015 com apoio da
FAPESP.

Amoebozoa, um super-grupo de eucariontes, ¢ composto por diversas linhagens ameboides,
flageladas e ameboflageladas, tradicionalmente entendidas como grupos asexuais, capazes de
mitose somente (Adl et al. 2019). Tal super-grupo inclui organismos-modelo e agentes infecciosos,
a saber: Dictyostelium discoideum, Physarum polycephalum, Entamoeba histolytica,
Acanthamoeba castellani, entre outros. Em reconstru¢do filogenética recente e compreensiva, trés
grandes linhagens foram estabelecidas: Tubulinea (inclui grupos majoritariamente aflagelados que
se locomovem por pseuddpodes lobosos ou tubulares podendo ser nuas ou tecadas; inclui Amoeba
proteus, Copromyxa sp., Arcella sp., Vermamoeba sp., Trichosphaerium sp.), Evosea (grupo diverso

contendo representantes flagelados ou ndo; inclui archamoebideos como Entamoeba sp e



Mastigamoeba, Myxogastria, Dictyostelium sp., protostelideos e outros), Discosea (constituido por
um conjunto de linhagens aflageladas diversas como Acanthamoeba, Sappinia, Vannella e
Vexillifera) (Kang et al. 2017; Adl et al. 2019). Amoebozoa apresenta como grupos proximos 0s
Opisthokonta e pequenos flagelados ndo-afiliados a quaisquer super-grupos (‘linhagens oOrfas’)
(Brown et al. 2013). Apesar da existéncia de linhagens com ciclos sexuais bem caracterizados
dentro do grupo, a literatura se refere com frequéncia a Amoebozoa e muitos de seus sub-grupos
como 'assexuados' (A. Smirnov et al. 2005; A. V. Smirnov et al. 2011; Thomas Cavalier-Smith et al.
2015). Este aparente paradoxo nos chamou a atencdo, ja tendo sido abordado previamente na
literatura de forma mais teorica (Lahr et al. 2011). Os padrdes filogenéticos de distribui¢do de ciclos
sexuados em Amoebozoa sdo compativeis com um ancestral plenamente sexuado, pois esta ¢ a
solucdo mais parcimoniosa para o grupo; a existéncia de diversas linhagens assexuadas espalhadas
em diferentes regides da arvore de Amoebozoa exigiria a perda do sexo e meiose varias vezes
independentemente. Sao muito raros os exemplos de eucariotos assexuados na literatura e a perda
dos ciclos sexuais diversas vezes independentemente ndo seria parcimoniosa. Em tese, a hipdtese
mais razoavel seria a de que o grupo ¢ constituido por linhagens sexuadas, mas artefatos de
observacdo levaram a suposicao de que diversos grupos seriam assexuados simplesmente porque
ciclos sexuais jamais foram observados para tais grupos.

Entre as possiveis razdes para se explicar esta suposta falta de observacdes, poder-se-ia citar,
além das dificuldades inerentes de se observar processos em organismos unicelulares, a auséncia de
gametas complementares em cultura, a possibilidade da meiose ser modificada em relacdo a
animais, plantas e fungos e ndo ser percebida mesmo quando observada (podendo até ser
confundida com mitose), falta de estimulos ambientais especificos para a meiose ou plasmogamia
etc. Ciclos sexuais sdo mais bem conhecidos em membros de Myxogastria. Este grupo foi por muito
tempo considerado parte de Fungi e alvo de mais estudos que outras amebas em geral, o que pode

explicar o fato dos ciclos sexuais serem descritos para este grupo € ndo para varios outros (Spiegel



2011). Indicios diretos e indiretos de processos sexuais, como plasmogamia, formagdo de cistos,
formagdo de corpos de frutificagdo, cistos multinucleados, perfis de expressdo génica, entre outros
sdo sugestivos de que diversos processos sexuais podem ocorrer, mas carecem de mais atengdo e
estudo. Entre as evidéncias diretas ou indiretas de processos sexuais em amebas pode-se citar:
ocorréncia de complexo sinaptonemal em Arcella (Mignot and Raikov 1992), expressdo de
proteinas da meiose em cistos de Enfamoeba (Ehrenkaufer et al. 2013), plasmogamia em
Paraquadrula com formagao de cisto (Liiftenegger and Foissner 1991), formagao de cisto bicelular
em Sappinia (Brown, Spiegel, and Silberman 2007). A confirmacdo da presengca da maquinaria
especifica da meiose em diversas linhagens de Amoebozoa forneceria evidéncias adicionais para a
ocorréncia de processos sexuais no grupo.

Durante as analises preliminares das familias génicas que compdem a maquinaria
especializada da meiose, a topologia das arvores das recombinases nos chamou a aten¢do.
Recombinases sdo enzimas altamente conservadas que realizam o processo de reparo de DNA em
quebras de dupla fita através da recombinagdo entre regides homoélogas (Sherratt D. J. et al. 2004).
Este tipo de reparo ¢ mais preciso que outros (pela busca por homologia) e termina com uma menor
probabilidade de ocorréncia de mutagdo. Existem outros mecanismos de reparo nao relacionados a
este e que apresentam taxas maiores de mutagdo por ocasido do reparo, inclusive com a perda de
trechos da fita de DNA na regido da quebra de dupla-fita. Eucariontes apresentam trés grupos
basicos de recombinases de acordo com sua origem: as mitocondriais, oriundas de Alpha-
Proteobacteria (recAmt), as plastidianas, oriundas de Cyanobacteria (recAp) e as eucaridticas
ancestrais nucleares, de origem arqueal, grupos Rada e Radf (Lin et al. 2006). Recombinases
nucleares sdo essenciais para a ocorréncia da meiose por causa da quebra de dupla-fita inerente ao
processo de recombinagdo meidtica. Embora todas as recombinases nucleares possam participar da
meiose, o grupo Rada (produzido por uma duplicacdo ancestral em algum ancestral dos eucariontes

e formado por RAD51A e DMCI, esta ultima especifica da meiose (Bishop et al. 1992)) tem papel



mais relevante no processo. Durante o processo de busca de recombinases que ocorrem em
Amoebozoa, uma base de dados com todos os proteomas disponiveis [derivados de genomas
completos, rascunhos (drafts) de genomas e transcriptomas], um conjunto de recombinases formou
um grupo muito homogéneo e distante das outras recombinases; buscas de sequéncias deste clado
em bases de dados publicas (como Genbank) revelou seu carater bacteriano/mitocondrial. A
reconstrucdo das relacdes filogenéticas entre as sequéncias encontradas em amebas e outros
eucariontes revelou uma histéria complexa de aquisi¢do e perda de recombinases bacterianas em
eucariontes [Capitulo 2, (Hofstatter et al. 2016)]. H4 uma forma mitocondrial adquirida por ocasido
da endossimbiose que deu origem a mitocondria, esta mantida em muitos grupos, porém perdida em
Opisthokonta, Apicomplexa, Ciliophora e outros; hd uma segunda forma, derivada de
Cyanobacteria, adquirida durante o processo de endossimbiose que originou os cloroplastos em
Archaeplastida, esta duplicada em plantas Angiospermae e transferida em endossimbioses
secundarias de algas verde e vermelhas para Phaeophyta e Chlorarachniophyta. O entendimento da
historia destas recombinases foi importante para se isolar este grupo das recombinases nucleares,
pois somente estas ultimas sdo relevantes para o estudo dos processos meidticos em amebas, 0
objetivo central deste projeto de doutorado. O trabalho com a evolugdo da recombinase A (recA) em
eucariontes foi apresentada em um congresso internacional de protozoologia em Moscou, Russia,
em meados de 2016.

Com o isolamento prévio de todo um grupo de recombinases ndo relacionadas a meiose,
procedeu-se a busca geral por similaridade de homologos especificos da meiose. A presente
abordagem foi desenvolvida de forma a fornecer evidéncias moleculares e de bioinformatica que
suportassem a provavel presenga de ciclos meidticos/sexuais em Amoebozoa. A provavel natureza
sexual das amebas pode ser derivada teoricamente da presenga de ciclos sexuais no ancestral dos
eucariontes, nos ancestrais dos grupos atuais e na presenca de linhagens sexuais derivadas dentro de

Amoebozoa (Figura 1). A confirmacdo da existéncia da maquinaria de meiose em amebas



forneceria uma evidéncia a mais para a ocorréncia de meiose e sexo nos diversos grupos de amebas,
além da previsdo tedrica estabelecida por parcimdnia. Nesta abordagem, ferramentas de busca por
similaridade foram usadas para a identificacdo das sequéncias candidatas a ortdlogos de proteinas
especificas da meiose, plasmogamia e cariogamia. A confirmacdo da ortologia transcende a simples
busca por similaridade pois a maioria das enzimas especificas da meiose ¢ derivada de eventos de
duplicagdo génica ancestral e somente por meio de processos de reconstru¢do de arvores de
proteinas pode-se concluir com maior seguranga quais ortdlogos de proteinas especificas da meiose
estdo presentes. Tais proteinas especificas foram anteriormente caracterizadas em organismos-
modelo distantemente relacionados, a saber Saccharomyces cerevisiae (um fungo ascomiceto
unicelular, a levedura), Arabidopsis thaliana (uma planta angiosperma modelo), Homo sapiens
(modelo animal vertebrado), entre outros e compiladas na literatura sob o apelido de 'caixa de
ferramentas da meiose' [meiosis toolkit (Schurko and Logsdon 2008)]. O presente trabalho se
constituiu como uma aplicag@o que tal abordagem a toda a diversidade conhecida - e sequenciada -
de Amoebozoa de forma compreensiva, com diversas amostras das trés principais linhagens
moleculares dentro do grupo, Tubulinea, Evosea e Discosea. Tais relagdes foram descritas em
trabalho recente (Kang et al. 2017); o mesmo conjunto de dados forneceu material para o presente

projeto.
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Figura 1. A. Relagdes filogenéticas entre representativos de Amoebozoa e a distribui¢do de ciclos sexuais ou evidéncias
para processos sexuais nos diferentes grupos; B. Posi¢do de Amoebozoa em relag@o a outros eucariotos ¢ a distribuigdo

de processos sexuais nos grandes grupos.

Para a busca de sequéncias candidatas, perfis de HMMER (Eddy 2011) foram construidos a
partir do alinhamento de proteinas especificas da meiose caracterizadas em organismos modelos. Os
alinhamentos foram produzidos por MAFFT (Katoh and Standley 2013). As sequéncias candidatas
foram, a seguir, submetidas ao processo de reconstrucao de arvores filogenéticas para posterior
diferenciagdo dos ortdlogos em questdo. Candidatos para as seguintes proteinas foram buscados:
HAP2 (fusao de gametas), GEX1 (fusdo de nucleos), SPO11, MER11, RADS50 (introdugao de
quebras de dupla-fita de DNA), SMCI1, SMC3, RAD21, REC8 (complexo de coesdo de

cromossomos/coesina), HOP1, PCH2 (pareamento de homologos), DMCI1, RAD51A, HOP2,



MNDI1 (recombinacdo de homologos), MER3, ZIP4, MSH4, MSHS5 (complexo 'ZMM' de resolugdo
de Jun¢des duplas de Holiday/primeira via de resolu¢do de crossing-over — especifica da meiose),
MLHI1, MLH3, EXO1 (resolu¢do da primeira via de crossing-over), MUS81, MMS4 (segunda de
via de resolucdo de crossing-over — acessoria nos principais modelos), MSH2, MSH6, PMSI,
PMS2 (complexo de conversdao génica pos-meiotica baseada no processo de 'mismatch-repair'). O
processo de reconstru¢cdo consistiu de alinhamento com MAFFT (candidatos, sequéncias
caracterizadas em modelos e grupos externos conhecidos — Bacteria e Archaea), remogao
(trimming) de sitios ndo-alinhados ou ndo-homologos e reconstru¢do com algoritmos de méxima
verossimilhan¢a (maximum likelihood) como RAXML (Stamatakis 2014) ou IQ-TREE (Nguyen et
al. 2015).

As reconstrugdes obtidas desta forma revelaram a existéncia de todas as proteinas
especificas da plasmogamia, cariogamia e meiose no grupo (Capitulo 3, (Hofstatter, Brown, and
Lahr 2018)). Todas ocorrem nas trés principais linhagens de Amoebozoa com excecdo de RECS
cuja presenca ndo pdde ser confirmada em Evosea até o0 momento. A presenca do sistema ancestral
de gametas complementares em Amoebozoa ¢ fortemente sugestivo de ciclos sexuais heterotalicos
(sistema de reconhecimento mutuo entre gametas de tipos diferentes a fim de se evitar auto-
fecundacdo por meio da expressdo da proteina de membrana HAP2). A deteccdo de tal sistema
sugere que ciclos sexuais dificilmente devem ocorrer em culturas monoclonais de laboratério por
falta de gametas complementares na cultura. Em suma, a presenca de todas as proteinas especificas
de meiose indica ndo s6 a ocorréncia do processo, mas que este € provavelmente canonico e inclui
recombinagdo extensiva entre cromossomos homoélogos com participagdo de DMCI1 e ambas as vias
conhecidas de resolu¢do de crossing-over na meiose, a primeira via composta por MSH4, MSHS,
MLH3 e portadora de interferéncia (especifica da meiose) e a segunda via, mais simples e sem
sinais de interferéncia meiodtica, composta por MUS81 e MMS4. Tais evidéncias suportam a

ocorréncia de meiose em Amoebozoa, assim como ciclos sexuados, com implicagdes para o



entendimento da biologia de todo o grupo. Os resultados obtidos neste projeto, o principal do
doutorado, foram apresentados em congresso de protozoologia em Praga, Tchéquia em meados de
2017.

Apesar de amplo, o recorte proposto acima foi restrito a Amoebozoa e ao modesto conjunto
de dados gerados para este grupo. Questdes similares estdo postas para os eucariontes em geral.
Seria o ancestral de todos os eucariontes um ser sexuado capaz de realizar plasmogamia e meiose?
Estaria 0 mesmo conjunto de proteinas presente em todos os grandes grupos de eucariontes € nas
chamadas 'linhagens orfas', conservado e executando as mesmas fun¢des? A observacdo de que a
maioria das proteinas especificas da meiose sdo resultantes de eventos de duplicagdo génica
forneceu pistas para um entendimento mais profundo de como a meiose poderia ter evoluido nos
primeiros eucariontes a partir de mecanismos que ja existiam nas formas ancestrais. Tais questdes
profundas, envolvendo Archaea (especialmente Asgard), nos levaram a um segundo projeto de
pesquisa dentro do projeto inicial. Este projeto, que buscava fornecer indicios para o entendimento
da evolugdo inicial da meiose em eucariontes em geral, aplicando uma abordagem semelhante
aquela aplicada a Amoebozoa, mas desta vez a eucariontes em geral, para os quais dados
moleculares estivessem disponiveis. Posteriormente, o projeto produziu dois trabalhos: um que
apresenta os resultados dos padrdes de distribuicdo e evolugdo das proteinas da meiose em
eucariontes, com o tratamento de alguns casos especiais de possiveis assexuados secundarios
[Capitulo 4, (Hofstatter and Lahr, 2019)]; e um segundo trabalho que apresenta os resultados das
analises filogenéticas das familias de proteinas que participam de processos de reparo de DNA do
tipo ‘mismatch-repair’, as quais fornecem subsidios para um melhor entendimento da origem e
evolucdo deste sistema de reparo nos eucariotos (Capitulo 5). Em conjunto, ambas os trabalhos
poderiam fornecer subsidios para se entender a origem da meiose € sexo em eucariontes € a propria
evolugdo dos eucariontes (considerando-os como seres inerentemente sexuais).

Assim como no caso de Amoebozoa, a distribuigdo de proteinas especificas da meiose na



arvore dos eucariotos ¢ compativel com um ancestral plenamente sexuado (Capitulo 4, (Hofstatter
and Lahr, 2019)). Além disso, todos os grandes grupos de eucariotos e 'linhagens orfas', mesmo
aquelas consideradas 'assexuadas', apresentam um distribui¢do de proteinas da meiose compativel
com a ocorréncia de ciclos sexuais em toda sua diversidade. No entanto, alguns pequenos grupos
podem ter perdido a meiose e/ou sexo ao longo da evolugdo de forma secundéria, como € o caso de
Malassezia. Este género de fungos (Basidiomycota), que conta com genomas sequenciados para
quatro espécies pelo menos, ndo apresenta praticamente nenhuma proteina da meiose e,
paralelamente, ndo existem observagdes de processos sexuais ou meiose para o grupo. Um grupo
proximo, Ustilago, ¢ sabidamente sexual (O’Donnell and McLaughlin 1984; Banuett 1995). Estas
evidéncias sugerem a perda secundaria do sexo em Malassezia. Adicionalmente, um pequeno grupo
de animais, os Bdelloidea, sdo considerados assexuados por diferentes abordagens e ja foram
referidos como “escandalos assexuados” na literatura (Judson and Normark 1996; Flot et al. 2013;
Debortoli et al. 2016). Casos como esses (Malassezia e Bdelloidea) parecem ser raros. H4 um forte
tendéncia no sentido da manutencao de processos sexuais (ainda que teoricamente dispendiosos) em
todos os grandes grupos. Inversamente, Glomeromycota, um grupo de fungos considerados
totalmente assexuados, apresenta toda a maquinaria molecular da meiose sem nenhuma perda. Estes
resultados indicam a ocorréncia de ciclos sexuais candnicos no grupo (da mesma forma que em
Amoebozoa, como discutido previamente), mas provaveis artefatos de observacdo foram
responsaveis pela descricdo do grupo como uma linhagem assexuada. Glomeromycota ¢ um grupo
diverso e muito importante por suas associagdes ecologicas com plantas, com as quais formam
extensas redes de micorrizas e a possibilidade de ciclos sexuais no grupo tem implicagdes para o
entendimento de sua biologia. A presenga da maquinaria de meiose ja foi reportada previamente em
Glomus, um membro do grupo (Halary et al. 2011). Oenothera (Angiospermae), Cryptococcus
(Basiodiomycota), Candida (Ascomycota), Microsporidia e outros grupos tratados como

assexuados foram também analisados. Resultados positivos para a presenga da maquinaria sugerem



a ocorréncias de possiveis ciclos sexuais nestes grupos. Nucleomorfos (de Chlorarachniophyta e
Cryptophyta) também foram analisados; a maquinaria da meiose desapareceu completamente neste
caso.

O estudo da evolucdo das maquinarias de reparo de DNA na transicdo de Archaea para
Eukarya (especialmente com a possibilidade de se utilizar dados de Asgardarchaea) oferece
subsidios para se entender como o sexo € a meiose surgiram ao longo da evolucdo. Um melhor
entendimento da evolugdo do sexo nos primeiros eucariotos nos permite entender a evolucao dos
proprios eucariotos. A maquinaria da meiose surgiu a partir de eventos de duplicacdo de
componentes dos diversos processos de reparo de DNA j& presentes em Archaea, entre eles
recombinagdo homologa e mismatch-repair. Em suma, toda a maquinaria de replicacdo e
manutencdo do genoma nuclear (quando apresenta homdlogos rastreaveis) tem origem em Archaea,
mesmo as familias tipicamente bacterianas (mutS e mutL, componentes da maquinaria de
mismatch-repair). A introducdo de Asgardarchaea nos permitiu revisitar a historia evolutiva do
sistema de reparo de DNA mismatch-repair em eucariotos. Previamente considerada uma
contribuicdo mitocondrial, € possivel encontrar o sistema em Asgard e outros grupos de Archaea.
Como o sistema ¢ tipicamente bacteriano, ¢ razoavel se supor que tenha sido adquirido lateralmente
de algum grupo de bactérias por Archaea e herdado posteriormente por Eukarya (seguido de
diversos eventos de duplica¢do génica). Mas as andlises filogenéticas indicam trés origens para o
sistema em eucariotos: uma ancestral obtido de Archaea e sujeito a diversos eventos de duplicacao
génica e que realiza processos de reparo de DNA no nucleo e meiose; uma forma mitocondrial, a
qual realiza reparo de DNA mitocondrial; uma forma cianobacterial, a qual realiza reparo de DNA
nos cloroplastos. Alguns pardlogos nucleares e as formas mitocondriais e dos cloroplastos foram
perdidas em alguns grupos. E possivel que outras familias génicas encontradas em eucariotos
tenham sido adquiridas da mesma forma, especialmente quando ausentes em dados obtidos até o

momento a partir de Archaea. A proposta de uma nova historia evolutiva para o sistema mutS-mutL



de mistmatch-repair em eucariotos (uma atualizacdo de uma proposta anterior feita por outros
autores (Lin, Nei, and Ma 2007)) foi apresentada em congresso de protozoologia evolucionaria em
Paphos, Chipre em meados de 2018 (Capitulo 5).

A propria abordagem bioinformatica para o estudo do sexo e meiose em eucariotos diversos
tem sido questionada. A principal critica seria a de que a simples presenga de proteinas de meiose
em um dado genoma ndo seria demonstragao suficiente da ocorréncia de processos sexuais € meiose
no grupo. Alguns revisores poderiam alegar que as proteinas especificas de meiose poderiam ter
passado por processos de neofuncionalizagdo e realizariam outras fungdes atualmente, sendo
mantidas para este fim. Embora possivel hipoteticamente, ainda ndo existe nenhuma demonstragio
de neofuncionalizagdo de proteinas especificas da meiose que possa ser encontrada na literatura até
o momento. Além do mais, mesmo que uma dessas proteinas tenha adquirido uma nova funcao,
seria extremamente improvavel que varias ou todas tenham adquirido novas fungdes ao mesmo
tempo. Em caso recente, a abordagem bioinformatica previu a existéncia de ciclos sexuais (meiose)
em Choanoflagellata por meio da confirmagdo de proteinas especificas da meiose ocorrendo em
genomas de espécies do grupo (Carr, Leadbeater, and Baldauf 2010); poucos anos mais tarde
processos sexuais foram observados de forma inequivoca no grupo (Woznica et al. 2017). A
presenca de proteinas especificas da meiose foi demonstrada em Amoebozoa e outras linhagens de
eucariotos neste estudo; o proximo passo seria a demonstracdo dos processos sexuais por meio de
uma observagdo mais cuidadosa dos organismos considerados assexuados, cuja maquinaria da
meiose se encontre presente em seus genomas. Entre as possiveis abordagens estariam: observagdo
sistematica de organismos em cultura, sujeitar os individuos a estimulos externos ou estresse (uma
vez que a meiose € processos sexuais em geral estdo normalmente associados a condi¢des de
estresse em diversos organismos), evitar culturas monoclonais, aplicacdo de técnicas de microscopia
eletronica para se visualizar modifica¢des ultra-estruturais em cistos, contagem de cromossomos em

diferentes estagios do ciclo de vida de um dado grupo por meio se caridtipos, medicao de expressao



génica diferencial com foco em proteinas relacionadas a meiose etc.

Finalmente, propomos um texto de divulgacdo resumindo e esclarecendo os avancos no
entendimento da meiose e sexo em eucariontes, sua evolu¢do e sua importancia central para a
biologia do grupo (Capitulo 6). Neste texto, discutimos avangos no entendimento atual da evolucao
dos eucariontes, relagdes de parentesco entre os diferentes grupos e o papel do sexo eucaridtico

como algo inerente a propria vida eucariotica.
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