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RESUMO

Rangel LTLD. Desenvolvimento da plataforma EGene para anotacdo funcional e integracdo
com banco de dados: aplicacdo e validacdo em transcritos de Eimeria spp. de galinha
domestica. [dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2011.

A coccidiose da galinha doméstica ¢ uma doenca de carater mundial, causada por sete
espécies de parasitas protozoarios do género Eimeria. O genoma da espécie modelo, Eimeria
tenella, apresenta uma complexidade de 55 MB, distribuida em 14 cromossomos.
Relativamente poucos estudos foram realizados para desvendar a complexidade do
transcriptoma de parasitas do género Eimeria. O nosso grupo gerou 45.000 leituras do tipo
ORESTES (Open Reading Frame Expressed Sequence Tag) das trés espécies mais
importantes de Eimeria: E. tenella, E. maxima e E. acervulina. As leituras de cDNA, cobrindo
varios estagios de desenvolvimento, foram montadas para constituir indices de genes, e
submetidas a um amplo pipeline de anotacdo funcional utilizando-se o sistema EGene
(Durham et al. — Bioinformatics 21: 2812-2813, 2005). No presente trabalho, relatamos o
desenvolvimento de alguns componentes da plataforma EGene e sua aplicacdo na anotacao
funcional de transcritos reconstruidos de Eimeria spp. Componentes especificos para a analise
de ortologia, mapeamento de vias metabdlicas e integracdo de dados com o visualizador
GBrowse foram desenvolvidos. Além disso, também descrevemos um componente que utiliza
o0s arquivos de montagem de transcritos para a producdo de perfis digitais de expressdo. As
andlises de ortologia identificaram genes conservados em diferentes parasitas apicomplexas,
bem como genes restritos ao género Eimeria. Perfis de expressao digital obtidos de contagens
de leituras de transcritos montados foram submetidos a uma andlise hierarquica de
agrupamento. Arvores de distancia demonstraram que oocistos ndo esporulados e
esporoblasticos constituem um clado distinto em todas as espécies do parasita, com oocistos
esporulados formando um ramo mais externo. Esse Ultimo estagio também mostrou uma
relacdo préxima com esporozoitos, enquanto que merozoitos de primeira e segunda geracdes
sd0 mais proximos entre si do que com esporozoitos. Os perfis foram inequivocamente
associados com os distintos estagios de desenvolvimento e mostraram uma forte correlacdo
com a ordem desses estagios no ciclo de vida dos parasitas. Finalmente, apresentamos o portal
The Eimeria Transcript Database, um sitio web que fornece acesso publico a todos os dados
de sequenciamento, anotacdo e analises comparativas. Esperamos que este repositério possa
se constituir numa ferramenta Gtil para a comunidade cientifica de Eimeria, ajudando a definir
potenciais candidatos ao desenvolvimento de novas estratégias de controle da coccidiose da
galinha doméstica.

Palavras-chave: Bioinformética. Anotacdo de sequéncias. Ortologia de sequéncias.
Mapeamento de vias metabolicas. Transcriptoma. Eimeria spp.



ABSTRACT

Rangel LTLD. Development of EGene platform for functional annotation and database
integration: application and validation on transcript sequences of Eimeria spp. of domestic
fowl [master thesis (Sciences)] - Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2011.

Coccidiosis of the domestic fowl is a worldwide disease caused by seven species of protozoan
parasites of the genus Eimeria. The genome of the model species, Eimeria tenella, presents a
complexity of 55 MB distributed in 14 chromosomes. Relatively few studies have been
undertaken to unravel the complexity of the transcriptome of Eimeria parasites. Our group has
generated 45,000 open reading frame expressed sequence tag (ORESTES) of the three most
important species: E. tenella, E. maxima and E. acervulina. The cDNA reads, covering several
developmental stages, were assembled to constitute gene indices and submitted to a
comprehensive functional annotation pipeline using EGene system (Durham et al. —
Bioinformatics 21: 2812-2813, 2005). In the present work, we report the development of some
components for EGene platform and their application in the functional annotation of
reconstructed transcripts of Eimeria spp. Specific components for orthology analysis,
metabolic pathway mapping and data integration with GBrowse have been developed. Also,
we describe a component uses transcript assembly files for the generation of digital
expression profiles. Orthology analyses have identified genes conserved across different
apicomplexan parasites, as well as genes restricted to the genus Eimeria. Digital expression
profiles obtained from read countings of the assembled transcripts were submitted to a
hierarchical clustering analysis. Distance trees showed that unsporulated and sporoblastic
oocysts constitute a distinct clade in all species, with sporulated oocysts forming a more
external branch. This latter stage also shows a close relationship with sporozoites, whereas
first and second generation merozoites are more closely related to each other than to
sporozoites. The profiles were unambiguously associated with the distinct developmental
stages and strongly correlated with the order of the stages in the parasite life cycle. Finally, we
present The Eimeria Transcript Database, a website that provides open access to all
sequencing data, annotation and comparative analysis. We expect this repository to represent a
useful resource to the Eimeria scientific community, helping to define potential candidates for
the development of new strategies to control coccidiosis of the domestic fowl.

Key words: Bioinformatics. Sequence annotation. Sequence orthology. Metabolic pathway
mapping. Transcriptome. Eimeria spp.
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O levantamento de evidéncias sobre a funcdo de uma sequéncia e a identificacdo de
suas caracteristicas visa contextualiza-la biologicamente. Esta tarefa, contudo, vem tornando-
se cada vez mais complexa, dado o enorme crescimento no volume de dados gerado pelas
novas plataformas de sequenciamento. A grande quantidade de sequéncias geradas por estas
novas tecnologias exige, portanto, o desenvolvimento de novas ferramentas para sua
manipulacdo, que permitam a anélise desses dados da maneira mais pratica possivel. Essa
exigéncia por novas ferramentas tem levado a construcdo de sistemas computacionais que
permitem o processamento dos dados de sequénciamento em um fluxo continuo, onde os
resultados de uma anélise servem como entrada da proxima. Esta estrutura de dados fluindo
por processos encadeados recebe o nome de pipeline. Os sistemas de pipelines assemelham-se
a linhas de montagem, como, por exemplo, de automdveis, onde em cada etapa de producéo,
acrescenta-se uma nova peca ou acessorio até a etapa final da montagem onde o carro estara
pronto para ser distribuido. Utilizando sistemas de pipelines € possivel manipular de forma
eficiente uma grande quantidade de dados, seja para o0 pré-processamento das sequéncias ou
sua anotacdo propriamente dita. Os resultados obtidos podem estar integrados, de forma a

facilitar a visualizacéo e a analise de dados gerados em cada programa do pipeline.

1.1 EGene — uma plataforma de construcéo de pipelines automaticos

A plataforma EGene (Durham et al., 2005) foi desenvolvida pelo nosso grupo e se
caracteriza por ser um sistema integrado e customizavel para a construgdo de pipelines. O
sistema EGene permite o encadeamento de uma série de diferentes componentes de
processamento, cuja ordem e composi¢do € completamente customizavel pelo usuario. Os
componentes funcionam como modulos que tanto podem exercer uma funcdo como um
programa independente (standalone), como também podem funcionar como uma “casca”,
interagindo com programas de terceiros. Novos componentes podem ser facilmente criados,
pois 0 EGene prové um padrdo simples para a geracdo de componentes, tornando essa tarefa
simples, mesmo para programadores inexperientes. O EGene aceita varios formatos de
entrada de sequiéncias, como FASTA, PHD (arquivo de gerado pelo programa Phred),
cromatogramas e XML. O formato basico de saida do sistema € o XML, mas o EGene
permite salvar relatérios em uma série de outros formatos como XML, FASTA e PHD. Como

0s componentes utilizam um Unico modelo de dados para a entrada e saida, 0 usuario pode
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interconecta-los livremente, sem a necessidade de possuir conhecimentos de programacgédo. O
sistema pode, ainda, ser facilmente acoplado a um banco de dados relacional. Assim, pode
atender as necessidades tanto de usuarios avancados, como também usuarios de pequenos
laboratdrios. Além disso, ele é totalmente genérico, ao contrario da maioria dos sistemas de
anotacdo existentes, permitindo seu uso em qualquer projeto de pequena ou larga escala, de
sequéncias de ESTs e genomas.

No sistema EGene, o0s pipelines processam sequéncias bioldgicas como DNA, RNA ou
proteinas, e quem assegura a abstracdo dessa representacdo no sistema é o componente
denominado SequenceObject.pm, que € um modulo em Perl que reporta todas as
manipulagdes realizadas com a sequéncia e resultados obtidos ap6s o processamento. Tudo o
que é processado pelo pipeline, inclusive a forma de processamento, € relatado por esse
componente. Além disso, esse mddulo facilita a construcdo de componentes para o sistema

EGene, pois segue uma estrutura definida.

O EGene é fornecido juntamente com o CoEd (Figura 1), um editor grafico de
configuracdo escrito em Java, que facilita a visualizagdo da tarefa de construgéo de pipelines.
Esse editor, além de permitir a visualizacdo dos dados, também auxilia o usuario a configurar
cada um dos componentes do pipeline, uma vez que os nomes de parametros, valores default e
0s argumentos obrigatérios sdo indicados pela ferramenta através de janelas contendo

formularios especificos.

A versdo 2 do sistema EGene, ainda ndo disponibilizada publicamente, possui uma
ampla gama de componentes de anota¢do que inclui um programa para a determinacdo de
ORFs com tradutor das sequéncias protéicas, componentes para sete preditores de genes
(Genscan, GlimmerM, GlimmerHMM, Twinscan, Phat, ESTscan e SNAP) , trés programas de
busca de repeticdes seriadas (TRF, String e MREPS), tRNAscan-SE, mapeamento de cDNAs
(Sim4 e Exonerate), busca de similaridade (Blast), busca de motivos protéicos
(HMMER/Pfam, RPS-Blast, InterProScan), busca de dominios transmembranares (TMHMM)
e de peptideo sinal (SignalP) ou ambos (Phobius), busca de sitios de ancoragem GPI (DGPI),
mapeamento de termos GO, e geradores de anotacdo no padrdo Feature table (FT) e GFF3.
Além disso, hd um componente que agrega todas as evidéncias de anotacdo numa pagina web
para cada uma das sequéncias anotadas de forma automatica. Assim, partindo de sequéncias
FASTA, o usuario obtém ao final a coleta de um grande conjunto de evidéncias, arquivos de
anotacdo nos dois formatos mais comuns de intercambio de anotacdo (FT e GFF3) e um sitio

web completo para a facil inspecdo dos dados.
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Figura 1 - Captura de tela do editor grafico (CoEd) do sistema EGene, mostrando um exemplo de pipeline com
varios componentes de anotagdo automatica (vide icones na tela) utilizados para processamento de
sequéncias de cDNA.

EGene configuration editor EE

File Edit Add
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|
*pipe.cnf.gen |
0 rind orFs| 0 Mreps | seeing | TRF | FPhobius |
- || upload — | ATGMOOODITAAL - Tk - ) - ) o< %ﬁj“h
| FASTA NI f i e o Nk ——
ORF . .| MREPS .| stRING . TRF | “Phobius
| SignalP | THMHMM | HMMER/Pfam|  rpsklast | BlastPxUni..} . GPI anchor| | |
.. = .. =y .. - = o
Qb ’ QiR ’ [ —— a7 O
. :, a'\\s” :, i"\“v :, -,,.,_ 'F_i
HMMER"'}\ > o RPS-BLAST'k 2 a BLAST - DGPI
"~ Mapping_G0|  ReportfFT a...  ReportFT.s..l . ReportGFF
| gL - FTs-aurce?.. | [Frsaurce 1 -
; _r:.”!-"’.\‘ — | (T fpene= — ¥ [T jgene= —
. |mapping GO | | | sesost aarems . |mesorrsusmission| . . | Report GFF

he egene configuration fhomej/bigboss,/teste_completo, pipe.cnf was opened

Fonte: Durham et al., 2005 imagem gerada por Rangel, 2011.

1.2 Anotacao funcional de proteinas baseada em ortologia

Como definido por Fitch (1970), dois genes sdo considerados ort6logos se tiverem
divergido a partir de um ancestral comum através de um evento de especiacdo. Caso a
divergéncia dos genes tenha-se originado em um evento de duplicacdo, diz-se que 0s genes
sdo paralogos. Sabe-se que genes ortdlogos costumam manter suas funcBes originais,
enguanto que genes paralogos tendem a divergir funcionalmente (Peterson et al., 2009). As
diferengas funcionais observadas entre genes paralogos podem ocorrer em diversas taxas e
por diferentes razdes, entretanto, observa-se que genes relacionados atraves de um evento de
duplicacdo recente mantém suas caracteristicas funcionais originais. Visando diferenciar os
genes paralogos de acordo com o periodo em que houve a duplicacdo, utiliza-se o termo

inparélogos para referir-se a genes cuja duplicacdo ocorreu depois do evento de especiagéo,
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considerado recente, e outparadlogos quando o evento de duplicagdo ocorreu antes da
especiacdo utilizada como referéncia, considerada antiga (Remm et al. 2001).

Como discutido por Kristensen et al. (2011), o termo ortologia foi originalmente
cunhado para referir-se a relacdes pareadas, mas na préatica refere-se a grupos de genes em
diversas espécies e é bastante utilizado em estudos evolutivos de familias génicas. Em
gendmica comparativa, 0s conjuntos de genes dos diferentes organismos devem ser estudados
a luz de suas origens evolutivas. Assim, utilizam-se nesse tipo de estudo grupos de genes
ortologos cujas proteinas tém fung¢bes comuns, auxiliando a identificar em organismos pouco
caracterizados, a funcdo de seus homdlogos respectivos. A anotacdo de proteinas a partir da
inferéncia de relac6es de ortologia é bastante difundida, e existem diversas metodologias que
permitem agrupar proteinas ortologas. As duas principais metodologias utilizam arvores
filogenéticas e alinhamentos locais reciprocos (Altenhoff e Dessimoz, 2009; Chen et al.,
2007; Kristensen et al., 2011). A metodologia baseada em arvores filogenéticas compara a
topologia do dendrograma obtido a partir de um conjunto de genes ort6logos, com a arvore
filogenética das respectivas espécies. Como exemplos de ferramentas que utilizam esta
abordagem podemos citar 0 RIO (Zmasek e Eddy, 2002) e Orthostrapper (Storm e
Sonnhammer, 2002). O método baseado em alinhamentos reciprocos assume que proteinas
ortdlogas tendem a ser mais similares entre si do que com outras proteinas ndo ortélogas. As
ferramentas que utilizam esta metodologia realizam numa primeira etapa uma busca de
similaridade bidirecional entre proteinas de pares de organismos (por exemplo, AXB e BxXA —
AXC e CxA — BxC e CxB). Os resultados dos alinhamentos sdo entdo avaliados quanto aos
scores. O melhor hit de cada alinhamento € comparado com o melhor hit do alinhamento
reciproco, buscando-se 0s casos em que ocorrem coincidéncias. Por exemplo, dadas as
proteinas A; e Bj, pertencentes aos conjuntos de proteinas dos organismos A e B,
respectivamente, pode-se inferir uma relacdo de ortologia entre elas se as mesmas forem os

melhores hits reciprocos em alinhamentos pareados, como segue:

a) Bj; é o melhor hit quando A; é alinhada contra a base de proteinas do organismo B;

b) A; é o melhor hit quando B; ¢ alinhada contra a base de proteinas do organismo A;

O método dos melhores hits bidirecionais (best bidirectional hits), por ser mais rapido
do que os métodos baseados em analises filogenéticas e ser mais facilmente automatizado, é o
mais frequentemente utilizado. Exemplos de ferramentas que utilizam a abordagem de
melhores hits reciprocos sdo o OrthoMCL (Li et al., 2007) e Inparanoid/MultiParanoid

(Alexeyenko et al., 2006; Remm et al., 2001). Existem ainda outras abordagens, menos
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difundidas, que utilizam perfis de HMM (modelos ocultos de Markov) (Ebersberger et al.,
2009) e conservagéo de sintenia (Jun et al., 2009).

Entre os principais bancos de dados de proteinas ortélogas podemos citar, o
COK/KOG (Tatusov et al., 1997, 2003), orthoMCL-DB (Chen et al., 2006), OMA (Altenhoff
et al., 2010; Schneider et al., 2007), eggNOG (Jensen et al., 2008; Muller et al., 2010), KEGG
ORTHOLOGY (Kanehisa e Goto, 2000) e InParanoid (Ostlund et al., 2009). Todas estas
bases utilizam variacdes do método de melhores hits bidirecionais para definir os pares de
ortdlogos. Uma das primeiras bases de dados de ortologia desenvolvida foi o COG (Clusters
of Orthologous Groups), a qual inicialmente foi construida a partir de proteinas de algumas
poucas bactérias e arqueas, distribuidas em um total de 720 grupos ortélogos. A Ultima versdo
do COG, atualizado pela ultima vez em 2003, possui 66 genomas bacterianos divididos em
5.666 grupos ortologos. A base KOG (euKaryotic Orthologous Groups), por sua vez,
compreende proteinas derivadas dos genomas de sete eucariotos: Arabidopsis thaliana,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe e Encephalitozoon cuniculi. O banco KOG possui 60.759
proteinas distribuidas em 4.852 grupos ort6logos. Mesmo ndo sendo atualizadas ha quase dez
anos, as bases COG/KOG ainda sdo consideradas como referéncia pela comunidade
(Altenhoff e Dessimoz, 2009). O banco de dados eggNOG (evolutionary genealogy of genes:
Non-supervised Orthologous Groups) é uma versdo estendida do COG/KOG, que abrange
630 espécies, contendo um total de 2.242.035 proteinas, distribuidas por 224.847 grupos
ortdlogos (Muller et al., 2010). Os grupos ortdlogos contidos no eggNOG sdo, em sua
maioria, extensdes dos grupos existentes no COG/KOG, contendo proteinas oriundas de um
conjunto muito maior de organismos. Além desses grupos derivados do COG/KOG, a base
eggNOG contém ainda novos grupos ortélogos obtidos utilizando-se o protocolo de best
bidirectional hit de forma automatica (Jensen et al., 2008). A base orthoMCL-DB, por sua
vez, tem como grande vantagem a utilizacdo do algoritmo de agrupamento de Markov
(Markov Cluster Algorithm, MCL) (Enright et al., 2002) para anélise dos resultados dos
alinhamentos locais realizados entre 0s conjuntos de proteinas de cada organismo. O MCL ¢é
baseado em probabilidade e na teoria dos grafos, e é utilizado para solucionar comparagdes
entre 0s muitos ortdlogos de varios organismos. O OMA (Orthologous MALtrix) e,
provavelmente, a base de dados de grupos ortdlogos mais abrangente existente, e possui mais
de 1.000 organismos em sua Ultima versdo (maio de 2011). A base de dados InParanoid, por

sua vez, ¢ uma das que contém as relacbes de homologia mais acuradas (Altenhoff e
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Dessimoz, 2009; Chen et al., 2007), mas abrange apenas comparag0es pareadas entre
organismos. O KEGG ORTHOLOGY (KO) € uma base de dados de proteinas ortélogas do
KEGG (Ogata et al., 1999). Entre as vantagens dessa base de ortologia, podemos citar que a
construcdo de todos os grupos ortologos é curada manualmente, e a base € integrada com uma
série de outras bases e servi¢os do KEGG (BRITE, PATHWAYS, KAAS, ENZYME, etc.).

1.3 Mapeamento de proteinas em vias metabolicas

A anotacdo funcional de uma sequéncia pode ser abordada utilizando-se diversos
aspectos que dependem da contextualizacdo desejada. Estes aspectos podem ser bioquimicos,
fisioldgicos ou fenotipicos (Friedberg, 2006). O aspecto fisioldgico implica na interacdo de
proteinas em vias metabdlicas. Existem varios bancos de dados de vias metabolicas, sendo 0s
principais o MetaCyc (Caspi et al., 2006) e 0 KEGG PATHWAYS (Kanehisa e Goto, 2000;
Ogata et al., 1999). A base MetaCyc possui um conjunto ndo redundante e manualmente
curado de vias metabolicas descritas na literatura cientifica. Esta base contém mais de 1.790
vias metabolicas genéricas descritas em mais de 2.000 espécies, em sua maioria plantas e
microrganismos. O banco de dados MetaCyc é ligado a base de dados BioCyc (Caspi et al.,
2011), que é uma colecdo de vias metabodlicas de genomas especificos, para mais de 500
organismos. As vias metabdlicas do BioCyc sdo preditas utilizando-se o Pathway Tool (Karp
et al., 2002), o qual usa o MetaCyc como modelo para suas predi¢cbes. O KEGG PATHWAY'S
é uma das bases de dados que compdem o0 KEGG, e possui mapas de vias metabdlicas curadas
e desenhadas manualmente. Suas vias metabolicas estdo classificadas em seis categorias
funcionais: metabolismo, processamento de informacBes genéticas, processamento de
informacBes ambientais, processos celulares, sistemas organicos e doencas humanas, e ainda
uma sétima categoria, relativa a desenvolvimento de drogas. O KEGG PATHWAYS possui,
tanto conjuntos de vias metabdlicas de organismos especificos, quanto catdlogos de vias
metabolicas genéricas, onde seus elementos estdo associados as bases de dados KEGG
ORTHOLOGY, KEGG ENZYME e KEGG REACTION. A base KEGG PATHWAYS é muito
mais utilizada para 0 mapeamento de proteinas em vias metabolicas do que o banco MetaCyc
(Mao et al., 2005; Meyer et al., 2003; Moriya et al., 2007; Schmid e Blaxter, 2008). A
principal vantagem do KEGG PATHWAYS ¢ sua integracdo nativa com os diversos outros

servicos e bancos de dados disponibilizados pelo KEGG. Além desta base de dados, 0 KEGG
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disponibiliza ainda 0 KAAS (KEGG Automatic Annotation Server), um sistema web para
anotacdo automatica de proteinas, classificando-as em grupos ortélogos e mapeando-as em

vias metabolicas (Moriya et al., 2007).

1.4 Eimeria spp. de galinha doméstica

A coccidiose aviaria € causada por parasitas do género Eimeria, e caracteriza-se por
uma enterite que causa enormes prejuizos a industria avicola. Os prejuizos causados podem
ser diretos, como o0 menor ganho de peso em frangos, aumento da mortalidade e aumento de
infeccOes secundarias; ou indiretos, como o custo da utilizacdo de drogas anticoccidianas e/ou
vacinas na prevencdo da infeccdo (Shirley et al., 2005). Calcula-se que os gastos mundiais
relacionados ao controle desta doenca variem de 800 milhdes (Allen e Fetterer, 2002) a 3
bilhdes de dolares por ano (Shirley et al., 2004).

Os parasitas do género Eimeria pertencem a classe Coccidia, um grupo de
protozoarios cujo ciclo de vida pode ser monoxénico, heteroxénico facultativo e heteroxénico
obrigatdrio, e sdo capazes de infectar uma vasta diversidade de organismos (Tenter et al.,
2002). Esta classe inclui, juntamente com os membros do género Eimeria, 0s parasitas do
género Toxoplasma, de grande importancia médica, e do género Neospora, muito importante
em medicina veterinaria. A classe Coccidia encontra-se dentro do filo Apicomplexa, o qual
contém mais de 5.000 espécies descritas, todos parasitas intracelulares obrigatérios. Além dos
trés géneros ja citados, este filo compreende ainda outros parasitas de grande importancia
médica e médico-veterinaria, como Babesia, Theileria, Plasmodium e Cryptosporidium. As
espeécies do filo Apicomplexa caracterizam-se por possuir uma série de organelas que formam
o complexo apical, uma estrutura supramolecular envolvida com a adeséo do parasita a célula
hospedeira, invasao e estabelecimento no vacuolo parasitoforo. Além do complexo apical, 0s
organismos do filo Apicomplexa, com excec¢do dos géneros Cryptosporidium e Gregarina,
possuem uma organela denominada apicoplasto, cuja origem deriva de um evento de
endossimbiose secundaria (Fast et al., 2001; Toso e Omoto, 2007; Zhu et al., 2000).

O género Eimeria possui mais de 1.700 espécies descritas (Levine, 1988), constituindo
um grupo de importantes patogenos de grande relevancia em medicina veterinaria. O ciclo de
vida é monoxénico e os parasitas geralmente colonizam células epiteliais da mucosa

intestinal. Esses parasitas podem ser observados em uma grande diversidade de hospedeiros,
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como insetos, anelideos, anfibios, repteis, aves e mamiferos. Um total de sete espécies
infectam a galinha doméstica: E. acervulina, E. maxima, E. tenella, E. necatrix, E. brunetti, E.
praecox e E. mitis. E. tenella é a espécie que possui maior prevaléncia e viruléncia dentre as
causadoras da coccidiose aviaria. Além disso, € a Unica espécie capaz de ser cultivada in vitro,
sendo portanto, considerada a espécie modelo para o estudo da coccidiose aviaria. O genoma
de E. tenella possui cerca de 55 milhdes de pares de bases, distribuidos em 14 cromossomos,
com um conteudo GC de 53% (Chapman e Shirley, 2003; Shirley, 2000; Shirley e Harvey,
2000). O cromossomo 1 de E. tenella ja foi sequenciado (Ling et al., 2007), e observou-se um
curioso padréo onde regides com alta densidade génica estdo associadas a longas regides de
repeticdes seriadas, e intercalam-se com regides de baixa densidade génica contendo poucas
repeticdes observadas. O cromossomo 1 tem um conteido GC de 51,3% e, enquanto as
regides de baixa densidade génica apresentam uma distribuicdo homogénea de bases GC, a
regido de alta densidade possui uma oscilacdo de distribuicdo destas bases, refletindo a
distribuicdo de regides codificantes (Ling et al., 2007). Uma versao rascunho do genoma de E.
tenella também revelou 0 mesmo tipo de padrdo de segmentacdo observada no cromossomo
1, sugerindo que essa caracteristica se estenda ao longo de todo o genoma. Esses dados estdo
disponiveis no Instituto Sanger (Instituto Sanger, 2011). Um projeto para 0 sequenciamento
do genoma de E. maxima também esta em andamento (Malaysia Genome Institute, 2011).

Além dos dados referentes a sequéncias gendmicas, varios projetos de sequenciamento
de transcritos de E. tenella foram realizados, tendo sido depositados cerca de 40.000 leituras
do tipo EST (Expressed Sequence Tags) em bancos de dados publicos (Li et at., 2003; Miska
et al., 2004; Ng et al., 2002; Wan et al., 1999). A grande maioria destas leituras é referente aos
estagios de esporozoitos e merozoitos de segunda geracdo. Nosso grupo também gerou cerca
de 45.000 leituras ORESTES (Open Reading Frame Expressed Sequence Tags) de E. tenella e
de mais duas importantes espécies causadoras da coccidiose aviaria: E. acervulina e E.
maxima. Ao nosso conjunto de cDNAs de E. tenella com cerca de 14.000 ORESTES,
adicionamos os cerca de 40.000 ESTs disponiveis em bancos de dados publicos e realizamos
uma montagem dos transcritos. No caso de E. acervulina e E. maxima, também foram
realizadas as montagens dos cDNAs, mas somente das leituras ORESTES do nosso
laboratdrio. Estes conjuntos de leituras foram processados e montados utilizando-se a
plataforma EGene, tendo resultado na formacdo de 3.413 transcritos reconstruidos em E.
acervulina, 3.426 em E. maxima e 8.700 em E. tenella. Estes transcritos foram submetidos a

um pipeline de anotacdo automatica com o sistema EGene 2. Apos a utilizagdo do protocolo
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desenvolvido, verificamos que uma grande porcdo das sequéncias traduzidas a partir dos
transcritos reconstruidos ndo apresentou similaridade significante com proteinas na base nr.
Esses dados exemplificam um atual problema encontrado em praticamente todos os projetos
de anotacdo de sequéncias proteicas: a falta de caracterizacdo funcional da maioria das
sequéncias proteicas geradas nos projetos de sequenciamento em larga escala. A plataforma
EGene, mesmo ja abrangendo uma grande quantidade de componentes para levantamento de
evidéncias, algumas interpretacdes da caracterizacdo funcional ainda estdo ausentes, como
identificacdo de grupos ortélogos e atuacdo em vias metabdlicas. Outra caracteristica ausente
no sistema EGene a integracdo direta com um visualizador genémico como o GBrowse (Stein
et al., 2002), que possibilite a curadoria das sequéncias anotadas de maneira mais dindmica e
integrada. Diante do exposto acima, decidimos aumentar a abrangéncia da plataforma EGene
2 através do desenvolvimento de componentes adicionais, e aplicar esses novos componentes

para incrementar a anotagdodos transcritos reconstruidos de Eimeria spp.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivos gerais

Incrementar o escopo de aplicagdes da plataforma EGene e permitir a anotacdo
funcional de genes com base em ortologia e mapeamento de vias metabdlicas;

Caracterizar o transcriptoma de Eimeria spp. de galinha doméstica quanto as suas
caracteristicas funcionais e relagdes de homologia com organismos do filo

Apicomplexa.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver componentes da plataforma EGene para a identificacdo de ortologia em
diferentes bases (COG/KOG e eggNOG), e mapeamento de proteinas em vias
metabolicas do KEGG;

Desenvolver um componente para a integracdo de dados de anotacdo da plataforma

EGene com o visualizador Genome Browser;

Utilizar a plataforma EGene e 0s novos componentes para a anotacdo funcional de

transcritos de Eimeria acervulina, E. maxima e E. tenella;

Realizar estudos comparados entre o transcriptoma das trés espécies de Eimeria e de

organismos do filo Apicomplexa através de relacdes de ortologia.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Desenvolvimento do componente para classificagdo em grupos ortélogos

O componente para classificagio em grupos ortélogos, denominado
annotation orthology.pl, foi desenvolvido na linguagem Perl, seguindo os padrdes da
plataforma EGene. Foram implementados dois algoritmos de classificacdo de sequéncias
protéicas em grupos ortélogos, baseados nos métodos descritos para as bases de ortologia
COG/KOG e eggNOG. Ambas as implementacbes utilizam o programa BLAST como
ferramenta inicial para a inferéncia de homologia entre a proteina consulta e o banco de
ortologia. Utilizando-se as bases COG/KOG, os alinhamento sdo avaliados quanto ao
bitscore, identidade e comprimento da regido alinhada de todos os hits do BLAST, de acordo
com parametros pré-estabelecidos. No caso da base eggNOG avalia-se o bitscore e o
comprimento da regido alinhada, apenas do primeiro hit do BLAST. Os grupos ort6logos
identificados sdo armazenados no arquivo de anotagdo do EGene, em formato XML, para
serem posteriormente recuperados pelos componentes de relatério e geradores de anotacdes.
Ambos os bancos de dados descrevem funcionalmente seus grupos ortélogos e possuem 25

categorias funcionais amplas.

3.1.1 Classificacdo de sequéncias em grupos ortdlogos da base KOG

Durante a classificacdo de proteinas nesta base, cada hit de BLAST ¢é avaliado de
acordo com os parametros minimos estabelecidos: bitscore = 28, identidade = 20% e bloco de
alinhamento com no minimo 25 aminoé&cidos. Estes valores foram definidos empiricamente,
através de multiplos testes comparativos, visando obter a maior correspondéncia possivel com
as classificacOes realizadas pela ferramenta online do KOG (kognitor) (National Center for
Biotechnology Information, 2011a). Para cada hit que obedece aos parametros determinados,
mapeia-se 0 respectivo grupo ortélogo. O primeiro grupo ortolégo, identificado em trés hits

oriundos de organismos distintos, é utilizado para classificar a proteina consulta.
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3.1.2 Classificacao utilizando a base eggNOG

Pelo fato de ser muito maior e mais representativa que 0 COG/KOG, o protocolo para
classificacdo de proteinas em grupos ortélogos da base eggNOG avalia apenas o primeiro hit
do BLAST. Desta forma, evitando classificacdes erroneas devido a alinhamentos aleatdrios.
Caso o hit observado possua um bitscore de pelo menos 60 e um bloco de alinhamento com
pelo menos 30 residuos de aminoéacidos, e esteja mapeado em um grupo ortélogo, utiliza-se

seu grupo ortdlogo para classificar a proteina consulta.

3.1.3 Geragdo de paginas HTML e relatérios de anotagéo

Dentro da arquitetura da plataforma EGene, a analise e coleta de evidéncias sdo feitas
por componentes distintos daqueles que geram relatérios para inspecdo pelo usuério. Para
permitir a inspecédo dos resultados das inferéncias de ortologia foi desenvolvido o componente
report orthology.pl. Dado um conjunto de sequéncias protéicas submetidas a um
pipeline, este componente produz um arquivo em formato HTML contendo uma classificacéo
e quantificacdo dessas sequéncias dentro das 25 categorias funcionais. Alem disto, este
arquivo possui um grafico do tipo pizza, apresentando a proporcao relativa em que essas
categorias foram observadas. Além de proporcionar uma visao geral dos resultados, este
componente gera um arquivo HTML para cada categoria funcional, o qual lista todas as
proteinas que foram classificadas. Esta tabela contém o grupo ortélogo identificado, a
descricdo deste grupo e o resultado do BLAST da proteina consulta contra o respectivo banco
de dados.

A plataforma EGene possui trés componentes (annotation gff.pl,

annotation feature table submission.pl e annotation feature table
artemis.pl) para a geracdo de arquivos de anotacdo, nos formatos GFF3 e Feature table.
Para esse ultimo formato, existem dois componentes que produzem dados numa versao
resumida, no padrdo do GenBank, e outra estendida, que contém features adicionais que
podem ser visualizados com o editor/visualizador Artemis (Carver et al., 2008; Rutherford et
al. 2000). Para incorporar as evidéncias obtidas com 0 annotation orthology.pl, foram

acrescentadas rotinas nos trés componentes geradores de arquivos de anotagdo. Esses
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componentes passaram a extrair as informagdes inseridas pelo annotation orthology.pl

no XML, e as incorporam nos arquivos de saida em formatos GFF3 e Feature table.

3.2 Mapeamento de proteinas em vias metabdlicas do KEGG

Para 0 mapeamento de proteinas em vias metabdlicas do KEGG, foi desenvolvido o
componente annotation pathways.pl. ESse programa utiliza como entrada sequéncias
proteicas, e realiza uma busca de similaridade com BLAST contra um banco de dados de
proteinas construido dinamicamente a partir da base GENES do KEGG. Atualmente a base
GENES do KEGG possui proteinas de cerca de 1.627 organismos, e para evitar associacoes
entre organismos distantes (errbneas), além de diminuir o tempo de processamento
computacional, utiliza-se apenas um subconjunto dessa base (Moriya et al., 2007). Esta base
de dados, gerada dinamicamente no inicio do processamento, &€ composta pelas proteinas de
organismos determinados pelo usuario, e permite inferir relagdes de ortologia. O mapeamento
das proteinas em vias metabdlicas pode ser dividido em duas etapas. Na primeira, apos a
busca de similaridade por BLAST da proteina consulta contra a base de dados construida
dinamicamente, é feita uma selecdo dos resultados positivos. Assim, sdo selecionados apenas
0s hits que apresentam um bitscore maior ou igual a 60 e que concomitantemente possuem
um score maior ou igual a 85% do score obtido pelo primeiro hit da lista. Tomemos, por
exemplo, os hits A, B, C e D, com bitscores de 70, 68, 60 e 55, e scores respectivos de 96, 87,
80 e 70. O hit D é descartado por apresentar um bitscore inferior a 60. O hit C é descartado
por ter um score (80) inferior a 85% do score do primeiro hit A (0,85 x 96 = 81,6). No
exemplo acima, somente os hits A e B teriam seus grupos ortélogos contabilizados para a
classificacdo da proteina consulta. O grupo ortélogo que possuir a maior soma de bitscores €
utilizado para classificar a proteina consulta. Na segunda etapa do processo, com 0 grupo
ortélogo definido, utiliza-se seu identificador (nitmero KO) para mapear as vias metabdlicas
em que suas proteinas atuam. O produto final desse processamento é, portanto, 0 mapeamento
de cada proteina, classificada em um grupo ort6logo, nas respectivas vias metabélicas em que
atuam. O resultado desse mapeamento € inserido no arquivo de anotacdo em formato XML do
EGene.

Seguindo o mesmo procedimento empregado no componente de ortologia, foi

desenvolvido o componente report pathways.pl, especifico para a geracdo de um
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relatdrio de resultados em formato HTML (HyperText Markup Language). Assim, sdo geradas
tabelas para cada uma das categorias de vias metabdlicas do KEGG, num total de sete, e um
resumo que demonstra a frequéncia com que cada uma das categorias foram observadas nos
dados analisados. Essa quantificacdo é representada em uma tabela e um grafico em formato
de pizza. Além destas informacGes, caso o0 usuério solicite, 0 componente conecta-se aos
servidores do KEGG através de sua APl (Application Program Interface) (Kawashima et al.,
2005) utilizando 0 médulo de Per1 SOAP: :Lite. A conexdo com estes servidores permite o
download da imagem de uma via metabdlica, onde o grupo ortdlogo especificado encontra-se
destacado em relacdo aos demais, e de uma pagina HTML contendo um mapeamento da
imagem (image map). Nesta imagem, cada um dos grupos ortélogos representados na figura
possui um link para sua pagina de descricdo no KEGG. Finalmente, os trés componentes
(annotation_gff.pl,annotation_feature_table_submission.pl € annotatio
n feature table artemis.pl) foram implementados com rotinas especificas para a
geracdo dos resultados de mapeamento em vias metabdlicas nos formatos GFF3 e Feature
table.

3.3 Desenvolvimento de componente para integracdao do GBrowse

Visando permitir a visualizacdo de resultados de anotacdo da plataforma EGene no
GBrowse (Stein et al., 2002), foi desenvolvido o componente report gbrowse.pl,
também escrito na linguagem PERL. Este componente obtém as informacdes relativas as
sequéncias processadas a partir do arquivo XML do EGene. Com base nessas informacoes, o
componente gera um conjunto de arquivos de anotacdo no formato GFF3. Embora o EGene 2
tenha um componente para gerar arquivos de anotacdo no formato GFF3
(report gff.pl), 0 report gbrowse.pl permite gerar arquivos GFF3 mais adequados
e otimizados para a visualizacdo no GBrowse. Além dos arquivos em formato GFF3, o
GBrowse requer mais dois arquivos para possibilitar a visualizagdo dos dados: [1] um arquivo
de configuracéao especifico para os dados em questdo, que especifica quais arquivos GFF3 sdo
usados, a descri¢cdo dos dados para a pagina HTML e as regras para utilizacdo e apresentacao
desses dados no GBrowse; [2] um arquivo de configuracdo central do GBrowse, devidamente
editado, no qual é inserida a informacao referente a especificacdo do arquivo de configuracao

especifico e a URL na qual os dados devem estar disponiveis.
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3.4 Sequéncias de cDNA de Eimeria spp.

Para validar 0s componentes annotation orthology.pl, annotation
pathways.pl € report gbrowse.pl, foram utilizados trés conjuntos de proteinas
traduzidas a partir dos transcritos reconstruidos de trés espécies de Eimeria.. Um total de

3.233 proteinas de E. acervulina, 3.096 de E. maxima e 7.990 de E. tenella.

3.5 Criacdo de grupos ortologos de proteinas de organismos do filo Apicomplexa

Visando a criagcdo de um banco de proteinas ortélogas de membros do filo
Apicomplexa, foram utilizados conjuntos de proteinas preditas a partir do genoma completo
dos seguintes organismos: Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Neospora caninum,
Cryptosporidium parvum, Theileria annulata e Babesia bovis. A Tabela 1 apresenta as
informacBes relativas a esses conjuntos de proteinas. A esses conjuntos de proteinas de
Apicomplexa adicionou-se ainda as sequéncias protéicas traduzidas a partir dos cDNAs
reconstruidos de Eimeria tenella, E. maxima e E. acervulina (item 3.4). Estes conjuntos
proteicos foram submetidos ao programa InParanoid para a criacdo de grupos ortélogos entre
organismos pareados, utilizando buscas de similaridade bidirecionais com a ferramenta
BLAST. As analises pareadas consistiram na comparacdo de todas as proteinas de um
organismo contra elas mesmas, e contra as proteinas do outro organismo (por exemplo, A x A
e B x B, seguido por A x B e B x A). Neste tipo de analise, 0os grupos ortélogos sao
inicialmente formados pelos pares de proteinas com maior score reciproco. Apos a formacao
dos grupos ortologos, inicia-se a inser¢do dos inparalogos, 0s quais sdo proteinas que
obtiveram maior score reciproco com uma proteina do mesmo organismo, ja pertencente a um
grupo ortélogo, que com qualquer outra proteina. Uma vez obtidas todas as combinacGes
pareadas possiveis, um total de 36, utilizou-se o programa MultiParanoid para combinar todos
os grupos, formados entre pares de organismos, em grupos de ortélogos entre as nove

espeécies analisadas.



32

Tabela 1- Bancos de proteinas de organismos do filo Apicomplexa utilizados na andlise de ortologia

Organismo Base de dados Versao Qup?rnottic(ajiarl\ (12 de
Toxoplasma gondii http://toxodb.org 6.0 7.993
Plasmodium falciparum  http://plasmodb.org 6.3 5.446
Neospora caninum ftp://ftp.sanger.ac.uk Set 2009 7.083
Cryptosporidium http://cryptodb.org 4.3 3.805
parvum

Theileria annulata ftp://ftp.sanger.ac.uk 15 Jul 2005 3.795
Babesia bovis http://www.ncbi.nIm.nih.gov 08 Ago 2007 3.703

Fonte: Rangel (2011)

3.6 The Eimeria Transcript Database

Todos os dados de anotacdo gerados foram integrados no portal The Eimeria
Transcript Database (http://www.coccidia.icb.usp.br/eimeriatdb). Este sitio foi desenvolvido
em HTML, incluindo ainda as linguagens de programacdo PHP e JavaScript. Entre outros
servigos, foram implementados uma versédo local do BLAST com interface web (instalada a
partir do pacote wwwblast do BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/staff/tao/URLAPI
/wwwblast/); um banco de dados relacional utilizando o sistema MySQL, populado com as
informacdes relativas as evidéncias funcionais dos cDNAs reconstruidos das trés espécies de
Eimeria; e um conjunto de paginas contendo links para cada evidéncia de anotacédo, além das
anotacOes propriamente ditas em formato GFF3 e Feature table. O portal foi instalado em um
servidor com sistema operacional Linux Ubuntu Server rodando o conjunto de servicos
LAMP (Linux, Apache, MySQL e PHP).

3.7 Geracdao de perfis digitais de expressao a partir de dados de montagem

A plataforma EGene contém dois componentes, assembly phrap.pl €
assembly cap3.pl, paraamontagem de leituras de sequenciamento convencional, os quais
utilizam como montadores os programas Phrap (Green, 1996) e CAP3 (Huang e Madan,
1999), respectivamente. Para se obter perfis digitais de expressao génica a partir de arquivos

de montagem de transcritos, foi adicionada a estes componentes uma rotina que permite criar
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perfis de expressdo digital a partir de arquivos de montagem em formato ace, gerados pelos
montadores. Esses arquivos de saida sdo gerados no formato CSV (comma-separated values).

3.8 Agrupamento hierarquico a partir de perfis de expresséao

O componente assembly cap3.pl, modificado como descrito acima, foi utilizado
para gerar perfis digitais de expressdao contendo as contagens do numero de leituras que
compde cada sequéncia montada em funcdo de sua origem respectiva (estadgio de
desenvolvimento). Esses perfis de expressdo foram submetidos a uma analise de agrupamento
hierarquico com o programa Simcluster (Vencio et al., 2007), utilizando diferentes métricas de
distdncia. Este programa normaliza os diferentes dados de enumeracdo, permitindo que
experimentos/bibliotecas de diferentes tamanhos sejam utilizados e comparados. Os arquivos

de saida, em formato Newick, foram editados com o programa FigTree (Rambaut, 2011).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Validagao do componente de classificacdo de ortologia

Foi desenvolvido um programa de classificacdo de sequéncias proteicas em grupos
ortdlogos, annotation orthology.pl, conforme descrito no item 3.1. O programa teve
de ser inteiramente implementado para que fosse possivel realizar buscas locais. No caso do
banco de dados COG/KOG, ndo ocorrem atualiza¢fes da base de dados desde 2003, e a Unica
ferramenta local de busca disponivel publicamente (National Center for Biotechnology
Information, 2011b), o programa dignitor (ndo publicado), apresenta uma série de
problemas e limitagcBes. Primeiramente, a ferramenta é mal documentada e funciona bem
apenas contra bases relativamente pequenas, como 0 KOG. Ao emprega-la em bases maiores,
como eggNOG, ocorrem erros de alocacdo de memaria. Além disso, o algoritmo e modo de
trabalho do programa empregado remotamente pelo servidor web ndo sdo plenamente
documentados, e os resultados gerados divergem dos providos pelo dignitor. Em relacdo a
base de dados eggNOG, os autores tém realizado atualizacdes regulares (Muller et al., 2010),
porém ndo oferecem publicamente nenhuma ferramenta para uso local. Semelhantemente ao
que ocorre com 0 KOG, o protocolo de classificagdo em grupos ort6logos € descrito de forma
laconica e incompleta (Jensen et al., 2008). Em funcdo disso, nossa escolha foi a de
desenvolver um programa inteiramente novo, usando uma metodologia mais proxima quanto
possivel das descricbes disponiveis na literatura para as bases KOG e eggNOG. O
componente annotation orthology.pl foi testado utilizando-se como conjuntos de
dados das proteinas traduzidas dos cDNAs reconstruidos de E. tenella, E. maxima e E.
acervulina contra as bases KOG e eggNOG, conforme metodologia descrita nos itens 3.1.
Foram feitas entdo algumas validacGes, comparando-se o0s resultados gerados pelo

componente local com aqueles obtidos nos servidores web das bases KOG e eggNOG.

O primeiro teste consistiu na analise de 1.150 sequéncias de E. maxima contra a base
KOG. Para isso, as sequéncias foram submetidas a classificagdes em trés ferramentas: [1] o
servidor web do KOG (kognitor); [2] 0 programa dignitor, disponivel no sitio do NCBI
para  download, e [3] 0 componente  desenvolvido  neste  trabalho,
annotation orthology.pl. A Tabela 2 mostra os resultados comparativos das trés
analises. Como referéncia da comparacgdo, foram adotados os resultados obtidos através do
servidor web do KOG, 0 kognitor. Assim, das 1.150 proteinas analisadas, 246 foram

classificadas em grupos de ortologia pelo kognitor, enquanto que 904 ndo obtiveram
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classificacdo. Das 246 proteinas com atribuicdo de ortologia, 227 foram classificadas nos
mesmos grupos ortélogos pelo annotation orthology.pl, enquanto que apenas 159
proteinas obtiveram a mesma classificagdo pelo programa dignitor. Enquanto o
annotation orthology.pl apresentou 39 discordancias (19 falsos negativos, 10 falsos
positivos e 10 classificagfes em grupos distintos) em relagédo ao servidor web do KOG, o
dignitor divergiu em relacdo a 90 proteinas. Além disso, 0 dignitor contabilizou 87

falsos negativos, contra apenas 19 do componente do EGene 2.

Tabela 2 - Comparacao entre as classificacdes realizadas pelo EGene € dignitor.

EGene 2 dignitor
Resultados de referéncia
+ - + -
+ 227 19 159 87
kognitor
- 10 884 3 901
Total 237 903 161 988

Fonte: Rangel (2011)

Concluindo, os resultados comparativos da Tabela 2, tendo 0 kognitor como
referéncia, indicam que apesar do programa dignitor possuir uma especificidade muito alta
(99%) sua sensibilidade é bastante baixa (64%). O componente que desenvolvemos, por sua
vez, ndao possui uma especificidade tdo alta quanto 0 dignitor (97%), mas sua sensibilidade
é bem maior (92%). Além dos falsos positivos e negativos observados nas classificagdes do
annotation orthology.pl, observamos a classificacdo de dez proteinas em grupos
ortélogos diferentes dos classificados pelo kognitor. A menor taxa de erro observada pelas
classificagcbes de nosso componente demonstra sua vantagem em relacdo ao dignitor.
Mesmo tendo apresentado mais falsos positivos (e classificacfes errbneas), a diferenca entre
as quantidades de falsos negativos torna mais coerente O USO O
annotation orthology.pl. De qualquer forma, esses resultados sdo baseados no uso do
kognitor como referéncia, o que ndo exclui a possibilidade de que o préprio kognitor

tenha uma certa taxa de erro em relagdo ao que seriam os resultados teoricamente corretos.

No caso da base eggNOG, ndo foi possivel desenvolver uma ferramenta para
submissdo automatica de sequéncias ao servidor web desse banco, pois a sua interface ¢
extremamente complexa e dificulta imensamente uma interacdo com um script de submisséo

automatica. Os testes de validagdo foram, portanto, realizados através da submissdao manual
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de 220 proteinas de E. maxima ao servidor web do eggNOG. Desta maneira, foi obtida uma
concordancia em cerca de 95% das proteinas submetidas a classificacdo pelo componente do
EGene 2 e pelo servidor web do eggNOG. Apenas uma proteina foi classificada em um grupo
ortologo pelo annotation orthology.pl € ndo pelo servidor do eggNOG (falso
positivo), enquanto que oito proteinas foram classificadas pelo servidor web e ndo pelo nosso
componente (falsos negativos). O ltimo tipo de erro observado foi o de classificagdes em

grupos ortdlogos diferentes, tendo ocorrido em quatro proteinas.

4.2 Aplicagdo do componente de classificagdo de ortologia em proteinas de

Eimeria spp.

Foram utilizados os trés conjuntos de proteinas derivadas dos cDNAS reconstruidos de
E. acervulina, E. maxima e E. tenella (Tabela 3). Comparando-se os resultados obtidos com as
bases KOG e eggNOG, observou-se resultados bastante semelhantes em relacdo a taxa de
classificacdo das proteinas em grupos ortélogos. Os resultados obtidos para as trés espécies de
Eimeria usando a base KOG podem ser visualizados no The Eimeria Transcript Database (aba
Annotations, subdivisdo KOG).

Utilizando-se o componente para a classificacdo em grupos ortélogos na base KOG,
conseguimos levantar evidéncias sobre as funcdes de 707, 604 e 1.517 proteinas de E.
acervulina, E. maxima e E. tenella, respectivamente. Comparativamente, observamos que 0
annotation orthology.pl conseguiu classificar funcionalmente 55-59% do total das
proteinas com resultados significativos de BLAST contra a base nr. Embora a quantidade de
proteinas classificadas por ortologia seja bastante inferior aquela observada por BLAST, é
importante mencionar que esse tipo de analise € muito mais rigorosa e pressupde um conceito
evolutivo (o de que as proteinas compartilham funcéo devido e ancestralidade comum), o qual
ndo é considerado na busca de similaridade por BLAST. Outro aspecto importante é que das
2.559 proteinas de E. tenella com resultados positivos por BLAST contra nr, 914
apresentaram similaridade contra proteinas hipotéticas. O annotation orthology.pl, por
sua vez, classificou apenas 57 proteinas na classe “Function unknown”. Desta forma, ao
subtrairmos estes resultados pouco conclusivos do total de proteinas caracterizadas,
observamos valores muito proximos. Em E. tenella, por exemplo, 1.645 proteinas

apresentaram resultados positivos contra proteinas de funcdo conhecida por BLAST, e 1.460
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foram classificadas em grupos funcionalmente caracterizados pelo

annotation orthology.pl.

Tabela 3 - Resultados de analise de ortologia na anotacao de proteinas de Eimeria spp

Resultado E. acervulina  E. maxima E. tenella
# de transcritos 3.413 3.426 8.700
# de proteinas (>50 aa) 3.233 3.096 7.990
BLAST x nr positivo

X nr posttv 1.235 1.001 2,559
(e-value < 10™)
KOG 707 604 1.517
eggNOG 707 623 1.487
Ortologia em Apicomplexa 745 614 1.236
Anotacdo incrementada por 47 35 85

ortologia em Apicomplexa
Fonte: Rangel (2011)

Ao aplicarmos nosso novo componente para a classificacdo em grupos ortdlogos da
base eggNOG observamos que um total de 2.817 proteinas das trés espécies de Eimeria foram
classificadas em algum grupo ortélogo (Tabela 3), sendo 1.487 de E. tenella, 623 de E.
maxima e 707 de E. acervulina. A anélise realizada com a base eggNOG apresentou valores
bastante similares aos obtidos com a base KOG, a despeito da primeira ser muito maior. 1sso
se explica por terem sido utilizados algoritmos de classificacdo distintos para cada base de
ortologia. Pelo fato do algoritmo usado para a base eggNOG avaliar apenas o primeiro hit do
BLAST, torna-se mais provavel que ndo se observe um grupo ortélogo que seria identificado
pelo protocolo implementado para as bases COG/KOG, o qual avalia todos os hits com
caracteristicas acima do seu limiar. A Figura 2 mostra um exemplo de resultado fornecido pelo
componente de classificacdo em grupos ortologos na base eggNOG, incluindo a quantificacdo
das categorias funcionais observadas. O componente gera uma tabela com as contagens, além
de uma representacdo em forma de grafico de pizza das propor¢des encontradas. O conjunto
de resultados em formato HTML para as trés espécies de Eimeria pode ser visualizado no The
Eimeria Transcript Database (aba Annotations, subdivisdo eggNOG)

Figura 2 - Classificagdo por ortologia na base eggNOG de um conjunto de 3.096 sequéncias proteicas de E.



maxima utilizando o componente desenvolvido neste trabalho.

@ Quantification of functional classes

Class abbreviation Functional category
RNA processing and modification
Chromatin structure and dynamics
Energy production and conversion
Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
Amino acid transport and metabolism
Nucleotide transport and metabolism
Carbohydrate transport and metabolism
Coenzyme transport and metabolism
Lipid fransport and metabolism
Translation, ribosomal structure and biogenesis
Transcription
Replication, recombination and repair
Cell wall/membrane/envelope biogenesis
Cell motility
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones
Inorganic ion transport and metabolism
Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
General function prediction only
Function unknown
Signal transduction mechanisms
Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
Defense mechanisms
Extracellular structures
Nuclear structure
Cytoskeleton

N<E<cCHwW@RRERODEZErRL — [T MmO @

Total

Functional classes distribution

# of counts
73
22
63
28
35
10
46
16
39
111
97
92
14
5
172
29
11
197
126
157
49
8
1
5
44

1450

%
5.03
152
4.34
1.93
241
0.69
3.17
1.10
2.69
7.66
6.69
6.34
0.97
0.34

11.86
2.00
0.76

13.59
8.69

10.83
3.38
0.55
0.07
0.34
3.03

100.00

Fonte: Rangel (2011)

39

Figura 3 - Quantificacdo da classificagdo de 7.990 proteinas de E. tenella em grupos de ortologia da base
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eggNOG, utilizando o protocolo de classificacdo da base COG/KOG, utilizando o componente

desenvolvido neste trabalho.

@ @ kogNOG terms

kogNOG Code Functional category
BNA processing and modification
Chromatin structure and dynamics
Energy production and conversion
Cell cycle control. cell division. chromosome partitioning
Amino acid transport and metabolism
Nucleotide transport and metabolism
Carbohydrate transport and metabolism
Coenzyme transport and metabolism
Lipid transpori and metabolism
Translation. ribosomal structure and biogenesis
Transcription
Replication. recombination and repair
Cell wall'membrane/envelope biogenesis
Cell motility
Postiranslational modification. protein turnover. chaperones
Inorganic jon transport and metabolism
Secom metabolites biosynthesis. transport and catabolism
General function prediction only
Function unknown
Signal transduction mechanisms

Intracellilar trafficking. secretion. and vesicular transport
Defense mechanisms

Extracellular structures
Nuclear structure
Cytoskeleton

[ = e = R I o o o ML o R = =l e - B« R R I o I o R =

Total

kogNOG category distribution

# of counts
158
50
101
46
85
33
78
32
82
278
133
102
34

8
272
59
29
408
121
274
114
30
25
15
95
2663

%
593
1.88
3.79
1.73
3.19
124
293
1.20
3.08
10.44
499
3.83
1.28
0.30
10.21
222
1.09
15.32
454
10.29
428
1.13
0.94
0.56
3.57

100.00

Fonte: Rangel (2011)
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Ao aplicarmos o protocolo de classificacdo de proteinas em grupos ortélogos do
COG/KOG, porém utilizando a base de dados do eggNOG, observamos a classificagdo de
2.326 proteinas de E. tenella em grupos de ortologia do eggNOG, onde apenas 124 foram
classificadas em grupos sem categorizacdo funcional. Esta combinacgéo de analises levou a um
ganho de mais de 30% de proteinas classificadas em grupos ortélogos, e pode ser observada
na Figura 3 e no endereco http://www.coccidia.ich.usp.br/eimeriatdb/kognog/kogNOG.html.
Este resultado, juntamente com o do KOG e do eggNOG, confirma o fato de que o uso da
ortologia pode contribuir para a anotacdo de proteinas de organismos distantes daqueles

considerados modelos, como € o caso dos parasitas do género Eimeria.

4.3 Validacao do componente de mapeamento em vias metabdlicas do KEGG

Visando o mapeamento de proteinas em vias metabolicas do KEGG, desenvolvemos o
componente annotation pathways.pl. ESSe componente segue o modelo adotado pelo
KAAS, ferramenta online do KEGG para a classificacdo de proteinas em grupos ort6logos
(KO) e mapeamento em vias metabdlicas. Por ndo haver nenhum software disponibilizado
pela equipe do KEGG para realizar esta tarefa localmente, o componente para plataforma
EGene 2 teve de ser totalmente desenvolvido com base nas descri¢Ges da literatura (Moriya et
al., 2007). A validacdo do programa foi feita utilizando-se 7.990 sequéncias proteicas de E.
tenella traduzidas a partir dos cDNAs reconstruidos. Utilizamos como referéncia os resultados
obtidos no servidor do KAAS, submetendo o mesmo conjunto de sequéncias. Conforme
apresentado na Tabela 4, 1.074 proteinas foram classificadas em KOs pelo KAAS, enquanto
que 6.916 ndo tiveram nenhuma classificagdo. O componente annotation pathways.pl
classificou um total de 991 proteinas, sendo que desse total, 953 obtiveram as mesmas
classificacbes do KAAS (verdadeiros-positivos), 9 ndo foram classificadas pelo KAAS
(falsos-positivos) e 29 tiveram uma classificag@o diferente daquela determinada pelo KAAS.
Essas diferencas de atribuigdes funcionais podem ser devidas a diferencas nas
implementacGes dos algoritmos de classificagdo, mas também podem ser atribuidas a
diferencas de versdes entre 0 banco de dados que utilizamos, disponivel no sitio FTP do
KEGG, e a versdo utilizado pelo servidor do KAAS. De fato, temos evidéncias que a base
publica disponivel para download ndo é a mesma que € usada pelo servidor web do KAAS.
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Tabela 4 - Comparagdo entre os classificages realizadas pelo EGene e pelo KAAS

EGene 2
Resultados de referéncia
+ -
+ 953 92
KAAS
- 9 6.907
Total 962 6.999

Fonte: Rangel (2011)

4.4 Mapeamento de proteinas de Eimeria spp. em vias metabodlicas do KEGG

Os trés conjuntos proteicos traduzidos a partir dos cDNAs reconstruidos de Eimeria
spp. foram submetidos ao componente annotation pathways.pl para 0 mapeamento em
vias metabdlicas do KEGG. Os resultados obtidos para as trés espécies de Eimeria podem ser
visualizados no The Eimeria Transcript Database (aba Annotations, subdivisdo KEGG). Das
1.089 proteinas de E. tenella classificadas em grupos ortélogos do KEGG (KO) pelo
componente, 678 foram classificadas em grupos mapeados em vias metabdlicas. As demais
proteinas fazem parte de grupos ortélogos cujas funcdes sdo conhecidas, entretanto, as vias
metabolicas nas quais atuam ainda ndo sdo definidas. Grande parte das vias metabolicas
atribuidas as espécies de Eimeria (18,57% para E. acervulina, 23,43% para E. maxima e
25,20% para E. tenella) foram classificadas em na categoria “Processamento de informacdes
genéticas” (Figura 4). Esses dados mostram-se consistentes por sabermos que 0s mecanismos
relacionados a replicacdo, transcricdo e traducdo sdao bastante conservados ao longo da
evolucdo e, por isso, é possivel encontrar uma maior quantidade de ortélogos entre 0s
organismos mais estudados e as eimerias. Em compensagio, “Processamento de informagdes
ambientais” ¢ a classe com menor proporg¢do de vias atribuidas as espécies do género (Figura
4), provavelmente porque elas possuem um nicho pouco comum entre 0s organismos mais

bem caracterizados, o que dificulta a identificacdo dessas proteinas por homologia.

Para gerar arquivos em formato HTML a partir dos resultados de mapeamento de vias
metabdlicas da base KEGG, foi desenvolvido 0 report pathways.pl (item 3.2). Os
resultados sdo divididos em dois conjunto de arquivos de HTML.: [1] uma lista de todas as
categorias de vias metabdlicas, mostrando as frequéncias com que foram mapeadas nas
sequéncias proteicas e um grafico de pizza apresentando suas distribuices (Figura 4); [2]

paginas web detalhando cada uma das categorias funcionais do KEGG observadas durante o
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mapeamento. A primeira pagina web de resultados apresenta a quantificacdo das sete
categorias funcionais de vias metabolicas do KEGG, organizadas como elementos em arvores
expansiveis que, ao serem selecionadas, exibem as frequéncias das subcategorias das vias
metabolicas. Quando o usuario seleciona uma subcategoria, uma nova pagina é aberta
contendo uma tabela com informagdes referentes as proteinas dessa categoria. Na primeira
coluna, o usuério encontra o nome da proteina consulta, o qual possui um link para o
resultado de seu alinhamento contra a base de sequéncias derivada do GENES (item 3.2). A
segunda coluna mostra o identificador KO (KEGG Orthology) do grupo ortélogo atribuido a
proteina, com um link para a pagina que o descreve. A terceira coluna apresenta a descri¢ao
funcional do grupo ortélogo, e a quarta coluna contém o identificador E.C. (Enzyme
Commission) com um link externo para a sua definicdo. Finalmente, a quinta coluna mostra
0s nomes das vias metabolicas em que a proteina foi mapeada. A lista de vias metabdlicas esta
associada a links para uma terceira pagina gerada pelo componente, que contém uma figura da
via metabolica onde o grupo ortélogo em questdo esta evidenciado (Figura 5). A imagem da
via também esta associada a um image map, no qual cada proteina, representada em um
quadro com seu codigo E.C., possui um link que remete para a respectiva definicdo de seu

grupo ortdlogo.
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Figura 4 - Classificagdo funcional das vias metabdlicas da base KEGG para um conjunto de sequéncias

proteicas de E. tenella utilizando o componente desenvolvido neste trabalho
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Figura 5 - Via metabdlica identificada para a proteina Eten_0341 de E. tenella, que possui identificador EC
1.8.1.4, e foi classificada como uma diidrolipoamida desidrogenase.
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4.5 Integragdo de dados de anotagdo com o GBrowse

Para integrar os dados de anotacdo do EGene com o visualizador GBrowse, foi
desenvolvido o componente report gbrowse.pl. Na atual versdo, o componente é mais
adequado para a visualizacdo de anotagdo de transcritos, e permite a representacéo grafica de
cinco elementos distintos: CDS (coding sequence — sequéncia codificadora), mRNA, 3’ ¢ 5’
UTR (UTR - untranslated region — regido ndo traduzida), regides repetitivas e contetdo GC.
Cada um destes elementos é representado por uma track distinta, onde a CDS de um dado
MRNA (ex. RNA0001) é identificada pelos sufixos numéricos (MRNAO00O1 e cds0001,
respectivamente) (Figura 6). As tracks utilizadas para identificar os MRNAS possuem uma
identificacdo e uma divisdo em duas regides distintas, uma amarela, que representa a regido
codificante (CDS) e outra cinza, simbolizando as UTRs. Ao se selecionar um mRNA, uma
nova janela é aberta, contendo o conjunto completo de informacGes sobre 0 MRNA, sua CDS
e suas UTRs. As CDS séo simbolizadas por uma track que representa a diregdo da transcrigéo
possui uma identificacdo relativa ao seu mMRNA de origem, e um conjunto de notas referentes
as evidencias coletadas pelo EGene. Selecionando-se uma CDS especifica, sdo visualizadas as
suas informacdes respectivas, como referéncias cruzadas com bancos de dados externos (ex.
KOG, eggNOG, InterPro e KEGG), descricdo do produto, notas da anotacdo, sequéncia
nucleotidica e os termos GO associados. As regides 3’ ¢ 5 UTR, ao serem selecionadas,
informam ao usudrio sua posicdo e sequéncia. As regides de repeticdes, ao serem
selecionadas, disponibilizam sua sequéncia, o comprimento de sua unidade repetitiva, o
namero de cOpias e o tipo da repeticdo. Por ultimo, uma track representa a distribuicdo do
conteddo GC ao longo do cDNA (Figura 6). A utilizacdo do GBrowse para visualizar a
anotacdo das sequéncias permite uma analise mais dindmica e integrada das informacdes,

possibilitando a compreensdo dos dados como um todo e como eles se relacionam.
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Figura 6 - Visualizacdo da anotacdo do cDNA Eten_0011, de Eimeria tenella, utilizando o GBrowse
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4.6 Construcdes de grupos de proteinas ortdlogas entre o filo Apicomplexa

Utilizamos os programas InParanoid e MultiParanoid para construir um banco de
dados de proteinas ortdlogas de Eimeria tenella, E. maxima, E. acervulina, Toxoplasma
gondii, Plasmodium falciparum, Neospora caninum, Cryptosporidium parvum, Theileria
annulata e Babesia bovis, como explanado no item 3.5. Foram formados 7.489 grupos
ortdlogos, nos quais estdo distribuidas 25.887 proteinas. Do total de grupos ortologos, 1.299
possuem pelo menos uma das 2.595 proteinas de Eimeria spp. que foram agrupadas com seus

ortologos. Este agrupamento por ortologia permitiu classificar 1.236 proteinas de E. tenella
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(15,53% do total de proteinas de espécie) (Figura 7), 745 de E. acervulina (23,14%) e 614 de
E. maxima (19,96%). Analisando-se a totalidade dos grupos ortélogos de Apicomplexa, foram
encontrados 175 grupos contendo simultaneamente proteinas das trés espécies de Eimeria
estudadas, com um total de 753 sequéncias proteicas. Ao se analisar estes 175 grupos,
identificamos 76 que contém exclusivamente proteinas de E. tenella, E. maxima e E.
acervulina, e nenhuma sequéncia de outro Apicomplexa. Como o programa InParanoid é
muito rigoroso na formacéo dos grupos ortologos, é possivel que algumas proteinas inseridas
nesses grupos de fato possuam homologos em outros organismos Apicomplexa, 0s quais nao
tenham sido agregados a esses grupos por ndo ter atingido os limiares exigidos pela
ferramenta. Com o intuito de identificar proteinas absolutamente restritas ao género Eimeria,
submetemos as proteinas desses grupos ortélogos a uma analise subsequente. Para isso, as
proteinas destes 76 grupos foram submetidas a uma busca de similaridade, com BLAST,
contra 0s conjuntos proteicos dos outros organismos Apicomplexa. Assim, um grupo ortélogo
que contivesse qualquer proteina cujo alinhamento possuisse um bitscore maior que 70 e um
e-value menor que 102 seria excluido do conjunto de grupos ortélogos restritos ao género
Eimeria. Ao final deste processo, obtivemos 27 grupos ortélogos cujas proteinas nao
apresentam relacbes de homologia com proteinas de outros organismos Apicomplexa (34
proteinas de E. acervulina, 28 de E. maxima e 50 de E. tenella). O estudo destas proteinas
revelou a presenca de diversos genes de antigenos de superficie (SAG), os quais também
estdo presentes em grande quantidade em Toxoplasma gondii. Segundo Tabares et al. (2004),
0s SAGs de T. gondii ndo possuem homadlogos em E. tenella, confirmando nossos resultados.
Observamos, também, que este grupo ortdlogo ndo é restrito a esta espécie, mas sim
compartilhado com as outras duas espécies de Eimeria estudadas. Dos 27 grupos ortélogos
comuns e especificos as trés eimerias em questdo, encontramos dois grupos contendo as
proteinas de micronema EtMIC2 e EtMIC3 de E. tenella, e acreditamos que este resultado é a
primeira descricdo dessas proteinas em E. acervulina, e também que este grupo ort6logo deve
conter proteinas de outras eimérias de galinha. Nossa anéalise identificou diversos grupos de
genes conservados entre varios organismos do filo Apicomplexa, 0 que sugere certa
importancia dentro do taxon, e portanto, devem ser considerados para futuros estudos

funcionais mais profundos, e até mesmo sua aplicacdo como alvo de drogas.

As baixas frequéncias de proteinas ortdlogas das espécies de Eimeria, entre si e entre
os demais organismos do filo Apicomplexa (Figura 7), podem ser explicadas pela diferente

natureza e cobertura dos dados utilizados. Assim, as sequéncias proteicas dos outros
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organismos apicomplexas sdo oriundas de predigdes realizadas a partir de seus genomas
completos. No caso das espécies de Eimeria, foram utilizados os produtos proteicos
traduzidos a partir dos cDNAs reconstruidos a partir de leituras do tipo ORESTES e/ou ESTs.

Figura 7 - Distribuigdo das proteinas de Eimeria tenella em grupos ortélogos compartilhados com outros
organismos do filo Apicomplexa. Os valores se referem a porcentagens relativas ao total de
proteinas de E. tenella.
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Fonte: Rangel (2011)

A Tabela 5 apresenta os resultados completos dessa anélise de ortologia/inparalogia
dos organismos Apicomplexa, na forma de uma matriz de compartilhamento de grupos
ortdlogos entre organismos estudados, todos contra todos. Mesmo observando-se uma
porcentagem relativamente baixa de proteinas de E. tenella com relacdes de ortologia com
proteinas de outros apicomplexas, as porcentagens seguiram um padrdo esperado pela
proximidade evolutiva entre as espécies. Assim, Toxoplasma gondii e Neospora caninum,
membros da classe Coccidia, assim como E. tenella, foram o0s organismos com maiores
percentuais de proteinas ortélogas com esta espécie de Eimeria, 9,44% e 9,36%,

respectivamente, seguindo-se Plasmodium falciparum, Babesia bovis e Theileria annulata.
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Por dltimo, encontramos Cryptosporidium parvum, a espécie mais divergente entre as
estudadas do filo Apicomplexa, o que é compativel com o que se conhece a respeito das
relacBes filogenéticas desse género (Kuo et al., 2008). Os dados da Tabela 6 mostram ainda a
proximidade entre T. gondii e N. caninum (Tg X Nc — 78.44% e Nc x Tg — 89,83%) e entre B.
bovis e T. annulata (Bv x Ta — 71,51% e Ta x Bv — 69,70%), além da alta divergéncia de C.
parvum com todos os demais organismos. Estes fatos nos levam a crer que apesar da pequena
quantidade de proteinas ortdlogas encontradas entre as eimerias, nossos dados apresentam

uma consisténcia consideravel.

Tabela 5 - Matriz de compartilhamento de ortologia baseada nas andlises de ortologia/inparalogia entre
organismos do filo Apicomplexa. Os valores estdo apresentados em porcentagens relativas ao
total de proteinas de cada organismo.

E. E. E. T. N. P. B. T. C.
tenella  maxima acervulina gondii caninum falciparum bovis annulata parvum
E. tenella - 6,26 7,55 9,44 9,36 7,87 7,0 6,78 6,3
E. maxima 13,34 - 11,98 7,95 7,78 6,59 5,85 5,72 5,52
E.acervulina 16,27 12,03 - 9,28 9,0 7,24 6,62 6,43 6,03
T. gondii 10,95 4,89 5,87 - 78,44 31,2 26,1 25,56 23,72
N. caninum 12,28 5,44 6,42 89,83 - 34,91 29,06 28,49 26,39
P. falciparum 11,86 4,96 5,66 43,59 43,41 - 40,07 39,85 31,93
B. bovis 15,2 6,29 6,99 52,28 51,8 57,57 - 71,51 40,91
T. annulata 14,39 5,98 6,67 50,49 50,12 56,07 69,7 - 40,69
C. parvum 13,48 6,68 6,02 45,6 45,28 43,97 39,37 39,58 -

Fonte: Rangel (2011).

Os resultados da Tabela 5 indicam que as quantidades de proteinas que compartilham
relacfes de ortologia entre os organismos testados séo inversamente proporcionais a distancia
evolutiva destes organismos. Esse resultado é obviamente esperado, visto que a ortologia é
um conceito baseado em rela¢fes de ancestralidade comum e divergéncia a partir de eventos

de especiacdo.

Visando comprovar que as analises realizadas no presente trabalho estavam de fato
refletindo relacGes de ortologia, decidimos gerar um dendrograma das espécies analisadas a

partir dos dados de compartilhamento de grupos ortélogos, e comparar sua topologia com as
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das arvores filogenéticas descritas na literatura. Assim, geramos um outro banco de dados de
proteinas ortologas, composto de proteinas preditas apenas a partir de genomas
completamente sequenciados. Para tanto, utilizamos os genomas de T. gondii, P. falciparum,
N. caninum, C. parvum, T. annulata, B. bovis e Tetrahymena thermophila (filo Ciliophora),
além da versdo do genoma de E. tenella, liberada em setembro de 2010 pelo Instituto Sanger
(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/Eimeria-tenella.html), a qual contém
8.786 proteinas preditas. O genoma de T. thermophila foi obtido da base de dados RefSeq
(NZ_AAGF00000000.3) e possui 24.725 proteinas preditas. Utilizando-se 0s programas
InParanoid e MultiParanoid de maneira idéntica a analise anterior, foram gerados 7.016
grupos ortologos contendo 31.237 proteinas. A Tabela 6 mostra as distancias de Jaccard,

calculadas para cada par de organismos.

Tabela 6 - Matriz de distancia de Jaccard relativa aos grupos de proteinas ortélogas compartilhados pelos
organismos Apicomplexa. As proteinas foram conceitualmente traduzidas a partir dos
genomas completos dos organismos.

C. T. B. T. T. E. N. P.
parvum annulata  bovis  thermophila gondii tenella  caninum  falciparum

C. parvum - - - - -

T. annulata 0,56 - - - -

B. bovis 0,57 0,12 - - _

T. thermophila 0,51 0,63 0,63 - -

T. gondii 0,74 0,74 0,73 0,75 -

E. tenella 0,64 0,67 0,67 0,66 0,56

N. caninum 0,75 0,75 0,74 0,75 0,05 0,56

P. falciparum 0,50 0,42 0,41 0,51 0,67 0,59 0,67

Fonte: Rangel (2011)

Os dados da Tabela 6 foram utilizados como matriz de entrada de dados do programa
PAUP e submetidos a uma analise Neighbor-Joining, resultando no dendrograma apresentado
na Figura 8A. Assim como no trabalho de Kuo et al. (2008) T. thermophila foi utilizada como
grupo externo na construcdo do dendrograma. Esse dendrograma (Figura 8A) apresenta uma
topologia congruente com a arvore de espécies (Figura 8B) descrita por Kuo et al., (2008), a

qual foi gerada a partir de uma analise filogendémica. A congruéncia da arvore que geramos a
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partir de agrupamentos de proteinas ortlogas do filo Apicomplexa com aquela obtida por
andlises filogendmicas é uma forte indicacdo de que os programas InParanoid/MultiParanoid
foram capazes de gerar grupos que de fato refletem relacdes de ortologia dos organismos do

filo Apicomplexa.

Figura 8 - (A) Dendrograma de organismos do filo Apicomplexa calculado a partir do grau de compartilhamento
de grupos ortologos. (B) Arvore de espécies (species tree) de apicomplexas deduzida a partir de

dados filogenémicos.
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4.7 Anotacdo transitiva de Eimeria spp. por associagdo de ortologia entre

organismos Apicomplexa

Utilizando-se o agrupamento por ortologia com as bases KOG e eggNOG,
conseguimos classificar apenas uma pequena parte das proteinas de Eimeria spp. Entretanto,
ao cruzarmos os dados de ortologia de organismos Apicomplexa (todos contra todos) com a
classificacdo de todas as proteinas desses organismos em grupos ortélogos do KOG, fomos
capazes de incrementar de forma transitiva o numero total de proteinas de Apicomplexa

(incluindo as de Eimeria) classificadas nessa base.

As proteinas de cada organismo Apicomplexa foram mapeadas nos grupos de ortologia
da base KOG (Tabela 7) usando-se ao componente annotation orthology.pl
desenvolvido nesse trabalho (item 4.2). Associando-se os resultados de ortologia dos
organismos Apicomplexa na base KOG, com os resultados de agrupamento de ortologia entre
as proteinas dos proprios organismos Apicomplexa (item 4.6), foi possivel se fazer uma
anotacdo transitiva, conforme o algoritmo que segue. Seja A uma proteina sem classificacdo
KOG e X um grupo ortélogo de Apicomplexa, composto das proteinas A, B e C, se a proteina
C tiver uma classificagdo KOG, essa classificacdo sera incorporada de forma transitiva a
proteina A. Para se implementar a anotacdo transitiva descrita acima, desenvolvemos um
script que integra e cruza os dados de classificacdo de todas as proteinas na base KOG (item
4.1), com a lista de grupos ort6logos gerados a partir das proteinas dos diferentes organismos
Apicomplexa (item 4.6). A partir desse cruzamento de dados, o programa realizou a anotagao

transitiva das proteinas derivadas dos cDNAs reconstruidos das trés espécies de Eimeria.

Tabela 7 - Frequéncias absolutas de proteinas de diferentes organismos do filo Apicomplexa classificadas
na base KOG, utilizando-se a classificagéo direta na propria base do KOG, ou a classificacao
transitiva através dos grupos ortélogos de Apicomplexa.

Toxoplasma Neospora Plasmodium Babesia Theileria Cryptosporidium

gondii caninum  falciparum bovis  annulata parvum
Diretamente 3.589 3.511 2.532 1.999 2.009 2.156
Transitivamente 240 212 209 160 163 81

Fonte: Rangel (2011)
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Com esta abordagem, fomos capazes de classificar em grupos de ortologia do KOG
mais de 1.232 proteinas de organismos Apicomplexa que ndo haviam sido previamente
classificadas nessa base (Tabela 7). Essa anotacao transitiva permitiu ainda categorizar um
total de 167 proteinas de Eimeria spp., sendo 85 de E. tenella, 35 de E. maxima e 47 de E.
acervulina. Um exemplo consistente dessa abordagem ¢é o grupo ortdlogo “1.736” (Figura 8).
Este grupo possui trés proteinas de cada uma das espécies de Eimeria que trabalhamos, sendo
duas delas classificadas no identificador KOG1164 como caseina quinase
(serine/threonine/tyrosine protein kinase). A proteina Emax_0723, membro deste grupo, ndo
havia obtido classificacdo na base KOG, mas, com esta metodologia, passou a incorporar de
forma transitiva a classificagdo funcional do grupo KOG1164. Além da congruéncia entre as
classificacbes do KOG, as outras proteinas deste grupo, Eten 2431 e Eace 0350, foram
ambas anotadas como “Similar to casein kinase | beta isoform” utilizando-se um BLAST
contra nr. Os dados de classificacbes em KOGs e das relacbes de ortologia entre as espécies
do filo Apicomplexa ja foram integradas com os dados de anota¢do gerados previamente pelo
EGene 2 em nosso banco de dados. Os bancos das trés espécies de Eimeria estdo interligados

para facilitar a comparacao entre as diferentes classificacdes, como visualizado na Figura 9.
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Figura 9 - Captura de tela do banco de dados do transcriptoma de Eimeria spp., referente a proteina Emax_0723
de E. maxima. As referéncias cruzadas com as proteinas Eten_2431 e Eace_0350, pertencentes ao
mesmo grupo de ortologia, estdo presentes através de links.
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Fonte: Rangel (2011)

4.8 The Eimeria Transcript Database

Durante este trabalho desenvolvemos o portal The Eimeria Transcript Database,
visando centralizar todos os dados que geramos em relacdo aos transcritos reconstruidos de E.
acervulina, E maxima e E. tenella. Este portal possui seis abas para organizar seu contetdo:
Home, BLAST, Annotation, Downloads, Help e About (Figura 10).
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Figura 10 - Captura de tela do sitio The Eimeria Transcript Database na aba inicial, Home. A figura apresenta a
organizagdo das suas seis abas.

The Eimeria Transcript'Database
.\.\: :

EOTICEl BLAST | Annotation | Downloads | Help | About

The Eimeria Transcript Database
(Eimeria TDB) is an integrated resource
of cDNA sequencing and annotation data
of Eimeria spp. of domestic fowl. In
addition to sequencing data, Eimeria
TDB provides an organized catalogue of
functionally annotated reconstructed
transcripts. The Eimeria TDB s
maintained by the Coccidia Molecular
Biology Research Group at the Institute
of Biomedical Sciences, University of S&o
Paulo, Brazil.

Photos: Transmission electron micrograph of Eimeria
sporocyst (upper picture); Scanning electron micrograph of
sporocyst (lower left); Sporozoites invading in vitro cultured
cells (lower right).

The Eimeria Transcript DB Laboratory of Molecular Biology of Coccidia

v 1.0 - July 2011 Department of Parasitology, Institute of Biomedical Sciences, USP
©2011 A. Gruber & A.M.B.N Madeira Av. Prof. Lineu Prestes, 1374, S3o Paulo SP, Brazil, 05508-000

Fonte: Rangel (2011)

4.8.1 Servico de BLAST local

O portal conta com um servigo BLAST, utilizando uma instalagdo local do mesmo,
contra diversas bases de dados de Eimeria spp., que incluem dados genémicos, cDNAs e
sequéncias mitocondriais (Figura 11). As sequéncias gendmicas abrangem leituras de shotgun
e diversas versdes de montagens do genoma de E. tenella, disponibilizadas pelo Instituto
Sanger ao longo dos anos. Os cDNAs de E. tenella foram montados através de uma
combinacdo de leituras ORESTES e ESTs. No caso de E. acervulina e E. maxima a
montagem dos cDNAs foi feita utilizando-se apenas leituras ORESTES. A traducdo dos
produtos dos cDNAs também sdo disponibilizadas como base de dados, incluindo ORFs
maiores que 50 e 100 amino&cidos. Por fim, um banco de dados contendo os genomas
mitocondriais das sete espécies de Eimeria que infectam galinha doméstica esta disponivel
para buscas de similaridade. Todas as versdes de BLAST estdo disponiveis: blastn, blastp,



blastx, tblastn e tblastx. Apos identificar-se um hit de ¢cDNA o usuario pode usar seu

identificador para inspeciona-lo em outros servicos disponiveis no portal.

Figura 11 - Pagina do servico BLAST, exibindo todas as suas op¢des e parametros.

Home [Q:F98 Annotation | Downloads | Help | About
NCBI | Entrez | Help

Choose program to use and database to search:

Program | blastn E| Database |E. acervulina ORESTES assembled cDNAs - USP v.2008_02_18 |Z|

Enter sequence below in EASTA format

Or load it from disk | Escolher arquive | Nenhum arg...lecionado

Set subsequence: From To

Clear sequence ] [ Search

The query sequence is filtered for low complexity regions by default.

Eilter Low complexity [] Mask for lookup table only
Expect | 10 |Z| Matrix ELOSUM62|Z| [T] Perform ungapped alignment

Duery Genetic Codes (blastx only) | Standard (1) E

Database Genetic Codes (thlastinx] only) Standard (1) |Z|

Frame shift penalty for blastx |[No OOF |Z|

Other advanced options:

Graphical Overview  Alignment view |Pairwise |Z|

Descriptions 100|Z| Alignments | 50 |Z| Color schema |No color schemaE

I Clear sequence ] I Search ]

Comments and suggestions to: < blast-help@nchi.nim.nif.qgov >
Last modified: Apr 12, 2011

Fonte: Rangel (2011)

4.8.2 Anotacgao

Esta aba centraliza todos os dados de anotacdo funcional dos cDNAs reconstruidos
(Figura 12), e possui sete subdivisfes: List of annotated cDNA products, Annotation pages,
GO term mapping, KOG, eggNOG, KEGG Pathways e Relational Database.
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4.8.2.1 Lista dos produtos dos cDNAs anotados

Esta é uma lista dos cDNAs montados e seus respectivos produtos. Os produtos que
apresentaram resultados positivos no BLAST encontram-se em uma lista separada dos que
ndo possuem nenhum hit significativo (proteinas hipotéticas). Esta € a maneira mais rapida de
saber se uma determinada proteina foi anotada em algum cDNA.

Figura 12 - Conteldo da aba Annotation, com suas sete subdivisfes e links separados para os dados de cada
espécie.

Home | BLAST [FEULNcGUEM Downloads | Help | About

List of annotated cDNA products

Annotation pages

Eimeria acervuling

Eimeria maxima

Eimeria tenella

GO term mapping

KOG - Clusters of Orthologous Groups

eggNOG - evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups

KEGG Pathways

Relational Database

Fonte: Rangel (2011)

4.8.2.2 Paginas de anotacéo

Caso o0 usuério tenha o identificador de um cDNA especifico (ex. Emax_0723) através
do BLAST ou buscando na lista de produtos dos cDNAs, esta sequéncia pode ser analisada de
acordo com sua anotagdo completa. As paginas de anotagdo contém links para todos os
cDNAs montados foram construidas com um componente especifico (report html.pl) da
plataforma EGene, o qual gera automaticamente todo o conjunto de paginas HTML sem a
necessidade de se desenvolver uma base de dados relacional. Os links sdo divididos em
grupos de 100 sequéncias anotados. Assim, caso se queira, por exemplo, inspecionar o cDNA

Emax_0723, deve-se primeiro selecionar a op¢do “Emax_0701..Emax_0800” para, em
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seguida, poder selecionar o link da sequéncia Emax_0723, o qual permite acessar a pagina
contendo todas as evidéncias e anotagdes dessa sequéncia (Figura 9). O portal oferece links
para paginas de anotacdes das trés espécies de Eimeria estudadas nesse trabalho. Cada pagina

de anotacdo oferece um vasto conjunto de informagdes, como sera descrito nos itens a seguir.

4.8.2.2.1 Sequéncias

Nesta secdo encontra-se um link para a sequéncia do cDNA montado, em formato
FASTA. As sequéncias nucleotidicas e protéicas das ORFs potenciais também estdo

disponiveis.

4.8.2.2.2 Anotacéo

Os arquivos de anotacdo estdo disponiveis em trés formatos distintos: Feature table,
Feature table estendido e GFF3. Além destes arquivos, a anotacdo pode ser observada através
do visualizador genémico GBrowse, que contém os dados de anotacdo das trés espécies de
Eimeria. A anotagdo pode ser obtida para todas as ORFs potenciais de um cDNA ou,
alternativamente, somente para a ORF selecionada para aquele cDNA. O nosso pipeline de
anotacdo automatica, executado com o sistema EGene, ao invés de empregar preditores de
genes, determinou todas as ORFs potenciais, codificando proteinas maiores do que 50
residuos de aminoacidos. Em seguida, todas as sequéncias proteicas foram analisadas quanto
a similaridade contra bancos de dados, presenca de dominios e motivos proteicos, entre outras
caracteristicas. O EGene contém um componente que permite selecionar a ORF mais provavel
com base num sistema de decisdo baseado em evidéncias. Este processo considera a presenca
de ort6logos, motivos proteicos, comprimento da regido codificadora, etc. Concluindo, o
usuario pode inspecionar a anotacao relativa apenas & ORF automaticamente selecionada pelo

EGene ou as anotagdes de todas as ORFs hipotéticas.
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4.8.2.2.3 Relacdes de homologia da ORF selecionada

Incrementamos a anotacdo dos produtos do transcriptoma das trés espécies de Eimeria
desenvolvendo um banco de dados de proteinas ortdlogas do filo Apicomplexa (item 4.6). A
lista de proteinas homdlogas ao produto selecionado pode ser observada na tabela “Orthology
relations of the selected ORF”. Esta tabela contém uma relacdo de proteinas
ortologas/paralogas, organismo de origem, o valor de confianca da relacdo, tipo de
relacionamento (ortologia ou inparalogia). A ultima coluna contém, ainda, o identificador do

KOG no qual a proteina foi classificada e um link para sua pagina de descricao.

4.8.2.2.4 Evidéncias observadas

A atribuicdo funcional realizada pelo EGene baseia-se na coleta e avaliacdo de
diversas evidéncias funcionais da sequéncia anotada. No caso de um cDNA com mais de uma
provavel ORF, sdo coletadas evidéncias para todas as ORFs, e todas essas evidéncias sdo
disponibilizadas para inspe¢do, mesmo que o EGene j4 tenha definido, automaticamente, qual
a ORF selecionada. Portanto, caso o usuario discorde da selecdo automatica de uma
determinada ORF, todos os resultados originais estdo presentes, possibilitando uma préatica
curadoria manual. Todos os links para os resultados das evidéncias coletadas estdo
organizados em uma tabela, onde as ORFs estdo separadas por linhas e as diferentes
evidéncias em colunas (BLAST, RPS-BLAST, InterProScan, SignalP, Phobius, TMHMM,
DGPI, termos GO mapeados através do InterPro, classificacdes em grupos ortélogos das

bases KOG e eggNOG e mapeamento em vias metabdlicas do KEGG).

4.8.3 Mapeamento de termos GO

O sitio web também disponibiliza os resultados do mapeamento e quantificacdo de
todos os termos GO encontrados. Estes resultados encontram-se de duas formas distintas:
arvores expansiveis e tabelas. Cada arvore expansivel € composta por trés arvores,

correspondendo respectivamente aos trés dominios da ontologia. Clicando nos simbolos de



61

“mais” e “menos” a esquerda, OS ramos se expandem ou retraem, respectivamente.
Selecionando o termo GO, a pagina € redirecionada para o browser AMIGO, contendo a
descricdo do termo em questdo. A direita dos termos GO encontram-se links para todas as
sequéncias que foram mapeadas neste termo. Ao lado da lista de sequéncias mapeadas para
cada termo encontram-se novos links para suas sequéncias nucleotidicas e proteicas, além do
conjunto de termos que qualificam a sequéncia. Vale ressaltar que esta visualizacdo néo é
compativel com o MS Internet Explorer, ja que 0 mesmo ndo suporta arquivos em formato
XML. Neste caso, também disponibilizamos estes dados utilizando um HTML convencional
com tabelas. Como alternativa para os usuarios do MS Internet Explorer, existe o link “Table
of ontologies”. Ao invés de apresentar as arvores expansiveis, o usuério € direcionado para
uma tabela em formato HTML, que contém exatamente as mesmas informac@es das arvores

expansiveis.

4.8.4 KOG - euKaryotic clusters of Orthologous Groups

Classificamos todos os produtos dos transcritos reconstruidos em grupos ortélogos da
base KOG (item 4.2). Esta pagina contém uma tabela contendo as categorias funcionais do
KOG e a respectiva frequéncia em que elas classificaram os produtos dos transcritos,
juntamente com um grafico, em formato de pizza, com as frequéncias relativas de cada
categoria. Clicando-se na abreviacdo das categorias funcionais, a pagina € redirecionada para
uma outra tabela, contendo todas as sequéncias classificadas nesta categoria. Juntamente com
a lista de sequéncias, sdo apresentados, as categorias funcionais que qualificam esta
sequéncia, a descricdo do grupo ortélogo e seu identificador, além de um link para o resultado
do BLAST da sequéncia contra a base KOG.

4.8.5 eggNOG - evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous Groups

Semelhantemente aos resultados apresentados para a base KOG (item 4.8.4), tambeém

disponibilizamos a classificagdo dos produtos dos transcritos na base eggNOG (item 4.2).



62

4.8.6 Vias metabolicas do KEGG

Esta secdo apresenta o resultado do mapeamento das proteinas traduzidas a partir dos
produtos dos cDNAs em vias metabdlicas do KEGG (item 4.4). Os resultados sédo
apresentados numa tabela de links para cada categoria funcional de vias metabolicas (Figura
4). Além disso, para cada sequéncia mapeada, o usuario pode clicar num link e inspecionar

uma figura da via metabélica na qual a proteina foi mapeada (Figura 5).

4.8.7 Banco de dados relacional

No portal também esta disponivel uma base de dados relacional (Figura 13) construida
com dados das trés espécies de Eimeria, e as evidéncias funcionais coletadas pelos
componentes listados no item 4.8.2.2.4. A base de dados pode ser utilizada como alternativa
as paginas de anotacdo, mas apenas as evidéncias da ORF selecionada sdo apresentadas. Por
isso, caso 0 usudrio suspeite que houve algum erro durante a selecdo da ORF correta,
sugerimos que utilize as paginas de anotacdo convencionais. Esta base de dados ainda é
experimental e ndo contém ainda as evidéncias relacionadas a classificacdo em grupos
ortélogos ou mapeamento em vias metabdlicas. Esses dados deverdo ser adicionados no
futuro. As buscas podem ser feitas utilizando-se varios filtros e parametros. O usuério o pode
por exemplo selecionar qual espécie de Eimeria pretende consultar, ou ainda selecionar todas
as espécies. Caso 0 usudario ja possua o id da sequéncia que deseja visualizar (atraves do
BLAST e/ou da lista de produtos), a busca pode ser feita diretamente pela insercdo do id no
campo “Enter SequencelD”. Caso 0 usuario insira um id que ndo esteja relacionado a espécie
selecionada, nenhum resultado sera retornado. Por exemplo, Eten_0009 é um id valido para

uma sequéncia de E. tenella.

O usuério pode ainda inserir qualquer nome de produto, completo ou parcial, ou um
termo derivado de uma anotagdo por BLAST. A busca pode ser restrita apenas as sequéncias
cujo produto contenha todos os termos consultados. Por exemplo, caso o usuario busgue por
“serine protease” em todas as espécies, obterd 157 resultados relativos ao primeiro termo,
“serine”, e 61 relativos ao segundo, “protease”. Caso 0 usuario restrinja a busca aos produtos

com ambos os termos, o banco de dados retornara apenas sete sequéncias.
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E possivel ainda fazer a busca de forma que sequéncias relacionadas a qualquer termo
da pesquisa sejam apresentadas. Utilizando-se o exemplo anterior, 0 usuario obtém 211
resultados. Este nimero corresponde a soma dos 157 produtos encontrados utilizando o termo
“serine” e dos 61 utilizando “protease”, menos a interse¢do entre os dois grupos, Sete
sequéncias. As consultas podem ainda ser filtradas em funcdo da existéncia de um ou mais
tipos de evidéncias. Retornando ao exemplo anterior (busca em todas as espécies utilizando
“serine protease”), se a busca for restrita apenas aos produtos que contenham evidéncias de

motivos protéicos, a base de dados retornara apenas cinco sequéncias.

Figura 13 - Captura de tela da interface da base relacional do portal The Eimeria Transcript Database.

The Eimeria Transcript Database

Search assembled cDNAs using keywords and evidences

Species to search:

Eimeria tenella
Eimeria acervulina
Eimeria maxima

® All organisms

Enter SequencelD or Keyword(s):

Search mode:

Find SequencelD
Find all query terms
@ Find one of the query terms

The following terms are valid as keywords:

¢ SequencelD (e.g. Emax 438)
¢ Product name (hexoldnase, serine protease, microneme protein, etc.)

¢ Any term derived from BLAST similarity hits (e.g. any term of the text 'similar to Plasmodium rhoptry protein”)

Restrict search to sequences presenting positive results to:

Signal peptide

Transmembrane regions

GPI anchoring cleavage site

Protein conserved domains (RPS-BLAST x CDD)
Protein motifs (InterproScan x multiple databases)

Enviar

Fonte: Rangel (2011).
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4.8.8 Download

No portal também disponibilizamos para download as sequéncias em arquivos
FASTA, compactados utilizando o programa gunzip. Estdo disponiveis as sequéncias
nucleotidicas dos cDNAs montados, assim como as sequéncias traduzidas dos produtos
maiores que 50 ou 100 aminoacidos. Estes dados estdo disponiveis para as trés espécies de

Eimeria.

4.9 Analise de expressao génica com perfis digitais de expressao

Utilizamos o componente assembly cap3.pl para extrair dados quantitativos de
namero de leituras por contig a partir dos arquivos de montagens em formato ace. Assim, 0s
arquivos ace resultantes das montagens dos cDNAs das trés espécies de Eimeria foram
processados e arquivos em formato CSV foram gerados, listando para cada transcrito, o
namero de leituras de acordo com o estagio de desenvolvimento do parasita. Esses dados
foram utilizados primeiramente para uma analise de agrupamento (clustering) hierarquico

usando-se o programa Simcluster.

A Figura 14 apresenta os dendrogramas de distancia observados para as trés espécies
de Eimeria. Conforme pode ser visto, os padrdes de expressdo observados estdo claramente
relacionados com a posicdo relativa de cada estagio de desenvolvimento no ciclo de vida dos
parasitas. Assim, oocistos esporulados (Os), que contém no seu interior quatro esporocistos
com dois esporozoitos cada um, apresentam um perfil de expressdao mais préximo de formas
esporozoitas (Sz) do que de oocistos ndo esporulados (Ou) ou em esporulacdo (Op). De forma
semelhante, merozoitos de primeira (Mz1) e segunda geracdo (Mz2), em E. tenella,
apresentam perfis de expressdo mais proximos entre si do que com outros estagios do parasita.
Para mais detalhes acerca dessa andlise, favor consultar o0 manuscrito aceito para publicacéo
(ANEXO A).
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Figura 14 - Andlise de agrupamento hierarquico utilizando perfis digitais de expressdo de Eimeria. Foram
utilizados dados de quantificacdo de leituras de EST/ORESTES de E. acervulina, E. maxima e E.
tenella, derivadas de diferentes estagios de desenvolvimentos (Ou —oocistos ndo esporulados, Op —
oocistos em fase de esporoblasto, Os — oocistos esporulados, Sz — esporozoitos, Mz1 — merozoitos
de primeira geracdo, Mz2 — merozoitos de segunda geracdo). Método: distancia de Pearson com
agrupamento hierarquico completo.

E. acervulina
Ou
Op
Os
Sz
E. maxima — Ou
— Op
Os
Mz2
E. tenella
—Ou
—Op
Os
Sz
Mzl
Mz2

Fonte: Rangel (2011).
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Foram desenvolvidos componentes de anotacdo automatica para a plataforma EGene
visando a classificacdo de proteinas em grupos ortélogos das bases KOG e eggNOG, o
mapeamento de proteinas em vias metabolicas do KEGG, a geracdo de perfis digitais de
expressdo a partir de dados de montagem, e a integracdo dos resultados de anotagéo
com o visualizador GBrowse.

O desenvolvimento dos componentes de anotacdo descritos nesse trabalho, em conjunto
com os demais componentes da plataforma EGene, permitiram anotar funcionalmente
0s transcriptomas de E. acervulina, E. maxima e E. tenella;

Estabelecemos relacdes de ortologia entre proteinas de Eimeria spp. e organismos
Apicomplexa;

As analises de ortologia permitiram melhorar a classifica¢do funcional de proteinas das
eimerias em grupos do KOG através de anotacéo transitiva.

Foram identificadas proteinas conservadas em organismos do filo Apicomplexa,
sugerindo que possam ter algumas fungfes importantes e comuns aos diferentes
organismos. Essas proteinas deverdo ser consideradas para futuros estudos de atribuicéo
funcional, bem como para o desenvolvimento de drogas.

Foram identificadas proteinas restritas ao género Eimeria, as quais podem estar
implicadas em mecanismos moleculares especificamente relacionados com o ciclo de
vida desses parasitas.

Perfis de expressdo digital obtidos a partir de dados de montagem de transcritos
revelaram um padrdo altamente conservado nas trés distintas espécies de Eimeria, uma
associacao com os distintos estagios de desenvolvimento analisados, e uma forte
correlacdo com a ordem desses estagios no ciclo de vida do parasita.

Foi criado o portal The Eimeria Transcript Database, que agrega informacdes relativas
as sequéncias de transcritos de Eimeria spp. e as respectivas anotacfes funcionais. Essa
base de dados publica podera ajudar a comunidade cientifica que trabalha com Eimeria
spp. a definir possiveis alvos moleculares para desenvolvimento de novas estratégias de
controle da coccidioses da galinha doméstica.
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ABSTRACT

Coccidiosis of the domestic fowl is a worldwide disease caused by seven species of protozoan
parasites of the genus Eimeria. The genome of the model species, Eimeria tenella, presents a
complexity of 55-60 MB distributed in 14 chromosomes. Relatively few studies have been
undertaken to unravel the complexity of the transcriptome of Eimeria parasites. We report
here the generation of more than 45,000 open reading frame expressed sequence tag
(ORESTES) cDNA reads of E. tenella, Eimeria maxima and Eimeria acervulina, covering
several developmental stages: unsporulated oocysts, sporoblastic oocysts, sporulated oocysts,
sporozoites and second generation merozoites. All reads were assembled to constitute gene
indices and submitted to a comprehensive functional annotation pipeline. In the case of E.
tenella, we also incorporated publicly available ESTs to generate an integrated body of
information. Orthology analyses have identified genes conserved across different
apicomplexan parasites, as well as genes restricted to the genus Eimeria. Digital expression
profiles obtained from ORESTES/EST countings, submitted to clustering analyses, revealed a
high conservation pattern across the three Eimeria spp. Distance trees showed that
unsporulated and sporoblastic oocysts constitute a distinct clade in all species, with sporulated
oocysts forming a more external branch. This latter stage also shows a close relationship with
sporozoites, whereas first and second generation merozoites are more closely related to each
other than to sporozoites. The profiles were unambiguously associated with the distinct
developmental stages and strongly correlated with the order of the stages in the parasite life

cycle. Finally, we present The Eimeria Transcript Database

(http://www.coccidia.icb.usp.br/eimeriatdb), a website that provides open access to all
sequencing data, annotation and comparative analysis. We expect this repository to represent a
useful resource to the Eimeria scientific community, helping to define potential candidates for

the development of new strategies to control coccidiosis of the domestic fowl.

Keywords: Eimeria; Coccidia; Apicomplexa; Transcriptome analysis; Sequence annotation;

Orthology; Gene expression profiles; Clustering analysis

1. Introduction

Coccidiosis of the domestic fowl is a worldwide disease caused by seven species of

protozoan parasites of the genus Eimeria. Parasites are highly host-specific, present a
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monoxenous life cycle and are transmitted via the oral-fecal route. High host population
densities, associated with continuous physical contact with fecal droppings, are directly
involved with the high morbidity of the disease. Eimeria parasites colonize intestinal cells and
may lead to massive epithelial destruction. As a consequence, the host may present diarrhea,
malabsorption and a decrease in weight gain. Coccidiosis is a major cause of economical
losses in broiler chicken production (Allen and Fetterer, 2002), due to direct effects such as
poor feed conversion or to indirect costs associated with control measures that include the

preventive use of anticoccidial drugs and/or vaccines (Shirley et al., 2005).

Eimeria tenella, the most widely studied species, presents a genomic complexity of
approximately 55-60 MB distributed in 14 chromosomes, with an estimated GC content of
53% (Shirley, 2000; Shirley and Harvey, 2000; Chapman and Shirley, 2003). The complete
sequence of the chromosome 1 of E. tenella has been determined (Ling et al., 2007). This
chromosome revealed, as a major feature, a segmentation pattern consisting of gene-rich
regions associated with a high content of short tandemly repeated sequences, and regions with
poor gene density and low repetitive content. A whole-genome sequencing (WGS) project of
E. tenella is underway at the Sanger Institute (UK), and a draft sequence is publicly available

(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/eimeria-tenella.html). In  Eimeria

maxima, a WGS project is also being carried out and assembled draft sequences are available
at the EmaxDB site in Malaysia (http://www.genomemalaysia.gov.my/emaxdb/).

In addition to genome sequencing, a good characterization of the parasite
transcriptome may lead to a better understanding of the parasite biology and the development
of new control strategies. Some reports in the literature have described the generation and
analysis of E. tenella expressed sequence tags (ESTs) of second generation merozoites (Mz2)
(Wan et al., 1999), sporozoites (Sz) (Ng et al., 2002) or both stages (Li et al., 2003). In terms
of oocysts, Miska et al. (2004) and Han et al. (2010) reported the generation of a few hundred
ESTs for unsporulated (Ou) and sporulated oocysts (Os). Finally, almost 10,000 ESTs have
been generated by the Institute for Animal Health/Sanger Institute (UK) for in vitro-cultured
first generation merozoites (Mz1), Ou and Sz (Rajandream et al., 2006 — unpublished data
available on GenBank). Altogether, these works have generated circa 40,000 ESTs of E.
tenella. In the case of Eimeria acervulina, the only available work (Miska et al., 2008) has
described the generation of 1,847 ESTs derived from Mz2s and some schizonts. Similarly, in
E. maxima there is only a single report describing the generation of 2,680 ESTs from

merozoites (Schwarz et al., 2010). With the exception of Li et al. (2003), who performed a
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comparative study involving several apicomplexan parasites and a large number of ESTSs of E.
tenella, most works were restricted to relatively small numbers of ESTs. Considering the
status reported above, there is still a lack of large-scale cDNA sequencing of Eimeria
parasites, especially of E. acervulina and E. maxima which, together with E. tenella, represent
the most prevalent and economically relevant species for poultry production. Moreover, most
of the researchers have focused on zoite stages rather than oocysts, probably because these
infective stages may contain many potential targets to inhibit host cell adhesion and invasion
by the parasites. Oocysts, on the other hand, are shed in the feces of infected birds and must
undergo a sporulation process in the environment before they become infective. Possible
control measures directed towards oocysts would benefit by better knowledge of the
molecular aspects that underlie sporogony. In view of the currently available information on
the Eimeria transcriptome, we aimed in the present work to fulfill some identified gaps by (i)
sampling various developmental stages of E. acervulina, E. maxima and E. tenella; (ii)
establishing gene indices; (iii) performing a comprehensive functional annotation; and (iv)
providing a comparative analysis of the transcriptome in three Eimeria spp. Finally, to make
this integrated body of information available to the scientific community, we present The

Eimeria Transcript Database (http://www.coccidia.icb.usp.br/eimeriatdb), a web repository

that provides open access to all sequencing data, annotation and comparative analysis.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Parasite strains and propagation

The Houghton (H) strains of E. acervulina, E. maxima and E. tenella were used
throughout this work. The parasites were propagated by oral infection of 3 to 4 week old male
chicks (Bovans White) reared in a coccidia-free environment with ad libitum supply of
filtered water and anticoccidial- and antibiotic-free feed, following standard protocols (Long
et al., 1976; Shirley, 1995). Experimental procedures employing animals followed the
institutional guidelines for the care and use of animals for research purposes, and the
institutional animal ethics committee has formally approved the use of experimentation
animals in this work. All parasite samples were submitted to a PCR species discrimination

assay (Fernandez et al., 2003) to check the purity of the respective samples.
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2.2. Developmental stages

We utilized five distinct developmental stages/phases of the parasites: Ou, sporulating
oocysts (late sporoblast phase Op), Os, Sz and Mz2. Ou of E. tenella were collected directly
from the ceca at 7 days p.i., and immediately purified through a chemical degradation of the
tissue with sodium hypochlorite as described (Shirley, 1995). In the case of E. acervulina and
E. maxima, oocysts were collected from fecal droppings at multiple 6 h intervals during p.i.
periods of 100-120 h and 130-160 h, respectively. This procedure was aimed at minimizing
the typical low synchronicity of the sporulation process observed in these species. Subsequent
storage of these oocysts at 4 °C successfully arrested the progress of sporogony, as assessed
by microscopic visualization. The oocysts were then purified according to Long et al. (1976)
and sporulated by incubation in a 2.5% (w/v) potassium dichromate solution for 72 h at 28 °C
under forced aeration. In order to produce a late sporoblast-predominant oocyst population,
we first performed Kinetic studies to determine the optimal sporulation time that produced a
peak of sporoblast-phase oocysts. Thus, we collected oocyst samples from the sporulation
suspension on an hourly basis and monitored the morphology of the oocysts under
microscopy. Once the optimal sporulation times had been determined for the various species,
large-scale experiments were then performed to produce Op. Oocysts were in vitro excysted
and the released Sz purified with DE-52/nylon wool columns, following standard methods
(Shirley, 1995; Chapman and Shirley, 2003). Mz2 of E. maxima and E. tenella were purified
from small pieces of intestine/ceca from infected chickens as described (Shirley, 1995;
Chapman and Shirley, 2003).

2.3. mRNA extraction

Parasite mMRNA extraction was performed with RNase-free solutions and laboratory
ware, using the UMACs mRNA isolation kit (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Germany). A typical extraction employed a total of 1-2 x 10® Ou, Op, Os, Sz or Mz2. Ou, Op
and Os were cleaned with sodium hypochlorite solution (10-12% active chlorine) for 10 min
at 4 °C, washed three times with deionized water and resuspended in 0.5 mL of a buffer
solution (10 mM Tris—HCI, pH 8.0/50 mM EDTA, pH 8.0). The oocysts were fully disrupted
by vortexing with a half volume of 425-600 mm acid-washed glass beads (Sigma-Aldrich
Corp., St Louis, MO, USA). The lysate was then added to the Lysis Solution provided in the

kit, and the mRNA extraction followed the manufacturer’s protocol. In the case of Sz and



Mz2, cells were directly lysed with Lysis Solution and mRNA extraction followed the
standard protocol of the kit. After purification, all mMRNA samples were treated with 1 U of
DNAse RQI RNAse-free (Promega Corporation, Madison, WI, USA) per 10 ul of the final
MRNA eluate, according to instructions of the manufacturer. The mRNA concentration was
measured by spectrophotometry (GeneQuant Pro™, GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh
PA, USA) and the samples were then aliquoted and stored at -80 °C until use. All samples
were tested for genomic contamination using a PCR assay with single non-coding genomic
sequence characterized amplified regions (SCAR) markers (Fernandez et al., 2003). RNA
integrity was monitored by electrophoresis separation followed by mRNA visualization under
UV light. We also checked the ability of the mRNA samples to generate long amplicons (>800
bp) by performing species-specific reverse transcription-PCR (RT-PCR) amplifications with
different target genes (Supplementary Table S1).

2.4. Open reading frame EST (ORESTES) minilibrary construction and DNA sequencing

ORESTES minilibraries were constructed using a modification of the original protocol
(Dias Neto et al., 1997, 2000), using one arbitrary primer per library. Briefly, 10 ng of DNase-
treated polyA(+) RNA were subjected to reverse transcription at 37 °C for 90 min with 130 U
of SuperScript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) and
22.5 pmols of 17- to 31-mer arbitrary primers in a final volume of 3.5 uL. After cDNA
synthesis, the whole content of the single stranded cDNA was PCR amplified with a bead of
the PURE Taq Ready-to-GO PCR kit (GE Healthcare Biosciences) in a final volume of 25 pl.
We generated ORESTES amplification profiles according to the protocol described by
\erjovski-Almeida et al. (2003). Amplification profiles were electrophoretically separated on
preparative 1% agarose gels and gel fragments containing bands in the range of 0.4 to 1.0 kb
were selected and excised. The corresponding cDNAs were purified with spin-columns (GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare Biosciences) and cloned into a
pGEM T-Easy vector (Promega Corporation). After transfection of Escherichia coli DH10B
competent cells, we randomly selected 96 recombinant clones of each minilibrary for DNA
sequencing. We performed all DNA sequencing reactions using the ABI PRISM Big Dye™
Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City CA, USA). All samples
were run on an ABI PRISM 3700 Genetic Analyzer.



2.5. EST processing

We submitted all sequencing reads to a pre-processing pipeline created with EGene
(Durham et al., 2005), a generic platform for pipeline construction. The configuration file of
this pipeline, which corresponds to a detailed protocol of the method, is provided in
Supplementary Data S1. Briefly, we submitted all sequences to quality evaluation, vector
masking and end-trimming steps. All reads were also submitted to a series of filtering steps
using the BLASTNn program against databases of plastid, mitochondrial and ribosomal
sequences. Additionally, we filtered out the reads against repetitive sequences and potential

contaminants including bacterial, chicken and human genomes.

2.6. Third-party EST data

In the case of E. tenella, in addition to our ORESTES reads, we also used a set of
approximately 40,000 ESTs available in public repositories (Supplementary Table S2). These
sequences were derived from Os and Ou, Sz and Mz1 and Mz2. Whenever possible, we used
trace files or standard chromatogram format (SCF) files; both formats which contain quality
information. All sets of files were submitted to the same processing pipeline used for the
ORESTES reads, as described in section 2.5. In the case of Mzl reads, we incorporated an
additional contaminant-filtering step against the bovine (Bos taurus) genome. This step was
introduced due to the fact that this developmental stage has been in vitro cultured in MDBK

cells, a bovine-derived cell line. All processed third-party data is available upon request.

2.7. Transcript reconstruction and annotation

We reconstructed the cDNAs using the CAP3 assembler (Huang and Madan, 1999)
with parameters p 90 and y 250. The assembled sequences were then submitted to an
automatic annotation pipeline using the EGene 2 platform (AM Durham and A Gruber
unpublished data, package available upon request). The configuration file of this pipeline is
provided in Supplementary Data S2. First, ORFs were determined and coding sequences of at
least 50 amino acid residues were translated. The protein sequences were then submitted to
similarity searches using BLASTp (Altschul et al., 1997) against the non-redundant (nr)
database. Hits were considered positive when presenting e-values below 10°. Additional

analyses included conserved motif finding against the CDD database (Marchler-Bauer et al.,



2007) using RPS-BLAST (Marchler-Bauer et al., 2002), protein motif finding employing
InterProScan (Mulder and Apweiler, 2007), signal peptide and transmembrane helix
prediction with Phobius (Kall et al., 2004), and glycosylphosphatidylinositol (GPI) cleavage
site (GPl-anchor) prediction with DGPI (Kronegg and Buloz — downloaded from
http://129.194.185.165/dgpi/ on March 2008) The sequences were also submitted to orthology
analyses using KOG (Tatusov et al., 2000, 2003), eggNOG (Muller et al., 2010) and KEGG
Orthology (KO) (Aoki-Kinoshita and Kanehisa, 2007) databases. Using the identified KOs,

we mapped the corresponding metabolic pathways. Identified InterPro entries were also used

to map Gene Ontology (GO) terms. Finally, we generated annotation files in both Feature
Table and GFF3 formats.

2.8. Orthology analysis and annotation enrichment

We incremented the annotation of transcriptome products of the three Eimeria spp. by
performing an integrated orthology analysis with datasets of proteins predicted from the
genomes of six apicomplexan parasites: Toxoplasma gondii ME49 (7,993 proteins, ToxoDB
release 6.0, http://toxodb.org/toxo/), Plasmodium falciparum 3D7 (5,446 proteins, PlasmoDB,

release 6.3, http://plasmodb.org/plasmo/), Neospora caninum NC LIV (7,083 proteins,

GeneDB, release September 2009, http://www.genedb.org/Homepage/Ncaninum), Babesia
bovis T2Bo (3,703 proteins, GenBank accession number AAXT00000000), Theileria
annulata Ankara clone C9 (3,795 proteins, GeneDB, release 15 July 2005,

http://www.genedb.org/Homepage/Tannulata) and Cryptosporidium parvum lowa Il (3,805

proteins, CryptoDB, release 4.3, http://cryptodb.org/cryptodb/). Each proteome dataset was

first submitted to functional classification using a local implementation of the KOG
algorithm. We ran BLAST searches against the KOG database and used the following criteria
to select positive hits: bitscore > 28, identity percentage > 20% and minimum alignment block
size > 25. KOG IDs were mapped to all positive hits and the first KOG observed in three
distinct organisms was ascribed to the query protein. To identify pairs of orthologous proteins
across the different apicomplexans, we carried out an all-against-all comparison of the
translated products of the nine organisms using InParanoid (Remm et al., 2001; Ostlund et al.,
2010), in a total of 36 paired analyses. Next, we merged all pairwise ortholog clusters
identified by InParanoid into multi-species clusters using MultiParanoid (Alexeyenko et al.,
2006). Finally, we identified orthologous groups populated by proteins of the three Eimeria

spp., as well as groups exclusively composed of Eimeria-derived proteins.



2.9. cDNA mapping

We mapped the reconstructed cDNA sequences onto the assembled genomes of E.
tenella (downloaded from the Sanger Institute, release September 2010,

ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Eimeria/tenella/) and E. maxima (downloaded in April

2011 from the Malaysia Genome |Institute, 454 + Sanger contigs dataset,

http://www.genomemalaysia.gov.my/emaxdb/). First, we used the DUST program (from the

WU-BLAST 2.0 package, http://blast.wustl.edu/) to identify low-complexity regions in the

genome sequences, followed by a soft-masking step (using lower-case characters) performed
with a proprietary script. The transcript sequences were then mapped onto the genomes using
BLAT (Kent, 2002) with the option -mask=lower, which prevents alignments from
starting in masked regions, but permits them to extend through these low-complexity regions.
In addition, we used a dataset of translated proteins of our assembled cDNA sequences to
perform similarity searches against a database of predicted proteins in the E. tenella genome
(8,786  protein  sequences, release  September 2010, downloaded  from

ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Eimeria/tenella/).

2.10. Gene expression profiling and hierarchical clustering

The assembly files produced by CAP3 for the transcript reconstruction step (Section
2.7) were utilized to generate digital expression profiles (Okubo et al., 1992; Audic and
Claverie, 1997). We used proprietary scripts (available upon request) to convert the assembly
files into comma-separated value (CSV) files containing countings of the number of reads
composing each assembled sequence (contig) according to their respective source
(developmental stage). The worksheet files were used as input for agglomerative hierarchical
clustering analyses using the Simcluster package (Vencio et al., 2007). This program
normalizes the different enumeration data, thus permitting libraries/experiments of different
sample sizes to be used and compared. Tree files in Newick format were edited with FigTree
(Rambaut, A., http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/, downloaded in March 2010).

2.11. The Eimeria Transcript Database

To make all data reported here publicly available, we constructed The Eimeria
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Transcript Database (http://www.coccidia.ich.usp.br/eimeriatdb/), a comprehensive website

comprising all collected evidence and automatic annotations of individual transcripts,

integrated qualitative and quantitative analyses of orthology, GO and metabolic pathway

mapping.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Assessing the sporulation in multiple Eimeria spp.

There are only a few reports in the literature (Miska et al., 2004; Han et al., 2010)
using Ou and Os to generate ESTs. In addition to these forms, we decided to assess the
transcriptome of sporulating oocysts at the late sporoblast phase, a post-meiotic form
(Wagenbach and Burns, 1969; Ferguson et al., 1978). Sporulation kinetics studies (described
in Section 2.2) revealed a peak of late Op at 18 h for E. tenella. This period of time is longer
than the 12 h period reported by Ryan et al. (2000) and Kinnaird et al. (2004), but is relatively
close to the result of Wagenbach and Burns (1969). The apparent discrepancy in results can be
ascribed to some potential variables, including the different parasite strains and/or quality of
reagents used across the distinct laboratories. For E. acervulina, Wilson and Fairbairn (1961)
observed 90% of the oocysts at the sporoblast phase after 10 h incubation at 30 °C. In our
case, using incubation at 28 °C, we observed a final sporulation rate of 85-90%, with a peak
of sporoblasts at 13 h. In E. maxima, Pittilo and Ball (1985) reported that within 21-30 h of
incubation at 29 °C, the sporoblasts have been transformed into sporocysts containing
sporozoites. Our results, using the same strain (H), are in good agreement, since we obtained a

final sporulation rate of 75-80%, with a peak of sporoblasts at 23 h.

Regarding oocyst collection, E. tenella oocysts were obtained from the ceca in a single
step and then immediately used for sporulation, a condition under which the process can be
considered relatively synchronous ( Wang et al., 1975; Ryan et al., 2000; Kinnaird et al.,
2004). We observed overall sporulation rates of 80-90%, with a late-sporoblast peak
containing circa 80-85% of the oocysts with the expected rounded-blast morphology, in
agreement with what was reported by Ryan et al. (2000). In the case of E. acervulina and E.
maxima, oocysts were collected from the feces during a period of time that comprises the
peak of the patent period. Thus, sporulation cannot be considered synchronous in these
species, as the oocysts shed at the beginning of the patent period might already have initiated
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sporulation by the end of the collection period. Some authors have reported the use of sodium
dithionite to produce an anaerobic condition that arrests sporulation (Wang, 1976; Ryan et al.,
2000). In our case, we refrained from using dithionite to avoid any side effect that this
molecule might exert in the metabolism of the parasites. Our pooled samples of oocysts of E.
acervulina and E. maxima yielded peaks containing 65-70% Op. This reasonably high
synchronicity stimulated us to use Op as distinct samples in our ORESTES sequencing

project, thus representing an intermediate phase between Ou and Os.

3.2. Transcript sequencing and reconstruction

In this work, we constructed a total of 605 ORESTES cDNA minilibraries of E.
acervulina, E. maxima and E. tenella. A total of 58,080 trace files were submitted to a pre-
processing pipeline to remove low-quality reads and potential contaminants. In the end, we
obtained 45,902 high quality ORESTES reads, covering various developmental stages of the
parasite, including two invasive stages, Sz and Mz2s, and three phases of the oocyst stage:
Ou, Op and Os. In order to obtain gene indices of the transcripts, we assembled the cDNA
reads using a CAP3 assembler. At the time of analysis, there was no available EST data for E.
acervulina and E. maxima, and to date relatively few reads have been publicly released for
these species. Thus, cDNA assemblies for these species were performed solely with our
locally generated data. Conversely, in the case of E. tenella, in addition to our ORESTES
data, we combined our data with all publicly available EST sequences (Supplementary Tables
S2 and S3). Table 1 shows the assembly results obtained for the three Eimeria spp. The total
number of assembled cDNAs, including both contigs and singlets, was 3,413 for E.
acervulina, 3,426 for E. maxima and 8,700 for E. tenella. The distribution of the contigs
according to the number of reads is presented in Supplementary Fig. S1 for the three Eimeria
spp. The charts show that most contigs are composed of a very small number of reads,
whereas only a few contigs are populated by large amounts of reads. If one considers that the
frequency of reads composing the contigs resembles the gene expression levels of the
corresponding transcripts, this result may suggest that a small number of genes is highly
expressed, while a large set of the remaining genes is expressed in tiny amounts. These
findings stimulated us to check whether this kind of distribution is observed across specific
developmental stages. Thus, we selected reads which originated from each of the six sampled
stages of E. tenella and repeated the assembly step using these particular subsets. The same

pattern of contig population has been observed in all stages (Supplementary Fig. S2), and
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possibly reflects a typical gene expression profile in Eimeria parasites.

3.3. Transcriptome complexity

The cDNA assembly of E. tenella resulted in 8,700 distinct events (Table 1). This
number does not necessarily reflect the real transcriptome complexity, as many of the
assembled sequences may represent distinct non-overlapping regions of the same transcripts.
Thus, the final number of unique transcripts covered by our data could be significantly lower.
On the other hand, the data sampling is biased towards some developmental stages (oocysts
and zoites), whereas some other stages such as micro- and macrogametocytes have not been
sampled. Therefore, one should expect that some stage-specific expressed genes might not
have been covered. Despite the aforementioned limitations, our estimated number of genes is
fairly close to the complexity (8,786 proteins) of the predicted proteins translated from the E.
tenella genome (Sanger Institute, release of September 2010). Assuming a homogeneous gene
density across the different chromosomes and a genome complexity of 55 MB (Shirley, 2000),
gene density can be estimated in 160 genes/MB (Table 2). This value is relatively similar to
the gene density values observed for two other coccidian parasites: T. gondii (127 genes/MB)
and N. caninum (114 genes/MB). Conversely, much higher gene densities have been observed
in P. falciparum (237 genes/MB), and in the compact genomes of piroplasms and
Cryptosporidium (423-474 genes/MB). Coccidian parasites present an oral-fecal monoxenous
life cycle, whereas piroplasms such as Theileria and Babesia are obligatory heteroxenous
hemoparasites. However, this apparent correlation between gene density and parasite biology
is not fully supported, since Cryptosporidium presents an oral-fecal direct life cycle but shows
a gene density similar to piroplasms. Plasmodium, on the other hand, is an obligatory
heteroxenous hemoparasite but shows genome size and density values intermediate between
coccidians and piroplasms. Ling et al. (2007) reported on E. tenella chromosome 1, a total of
216 genes distributed along 889,314 bp of assembled sequence (excluding sequence and
physical gaps). The estimated gene density (242 genes/MB) is much higher than the values
estimated with our reconstructed cDNA data or with the set of predicted proteins translated
from the E. tenella genome. This striking discrepancy may suggest that the number of
predicted genes in chromosome 1 could have been overestimated or, alternatively, that this
chromosome might present a much higher gene density than the rest of the genome. In the
case of E. acervulina and E. maxima, the cDNA assembly results indicate that we have

covered only a fraction of the respective transcriptomes, since the total number of events
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(contigs plus singlets) was approximately 3,400 sequences.

3.4. Functional annotation

We submitted all reconstructed cDNA sequences of the three Eimeria spp. to a
comprehensive annotation pipeline (Section 2.7) and, whenever possible, classified the
proteins into orthology groups and GO terms. The assembled transcript sequences, annotation
data and supporting evidence are publicly available on The Eimeria Transcript Database site

(http://www.coccidia.ich.usp.br/eimeriatdb/). We observed that more than 90% of the

reconstructed cDNAs of the three Eimeria spp. presented a putative protein coding sequence
(Table 3). However, only a relatively small subset (32-38%) of the predicted proteins
presented positive BLAST results against the nr database (Table 3). These preliminary results
clearly suggest that most of our predicted sequences either represented novel proteins or did
not span conserved regions of currently known proteins. The high number of hypothetical
proteins (62-68%) is not surprising, since more than 50% of ESTs from other well-studied
apicomplexan parasites still remain unknown (Li et al., 2003; Cui et al., 2005; Dybas et al.,
2008). Other studies employing ESTs from Eimeria spp. also showed high rates of
uncharacterized proteins, varying from 47% to 73% (Wan et al., 1999; Ng et al., 2002; Miska
et al., 2004, 2008; Schwarz et al., 2010).

When we performed an orthology analysis using the KOG database, we successfully
classified 707 sequences of E. acervulina, 604 of E. maxima and 1,517 of E. tenella (Table 3).
These slightly lower numbers, compared with BLAST against nr results, can be ascribed to
the more complex set of requirements for a protein to be assigned to an orthologous group,
and due the fact that the KOG database is composed of proteins derived from only seven
eukaryotic organisms (Tatusov et al., 2003). In terms of functional category assignment, we
observed a very similar pattern of sequence distribution across the three Eimeria spp. (Fig. 1).
The most assigned categories for all species were O (posttranslation modification, protein
turnover, chaperones), R (general prediction function only), T (signal transduction
mechanisms) and A (RNA processing and modification). Despite the very different stage
sampling of the cDNA reads used in each species (Supplementary Table S3), the overall
functional category distribution is strikingly similar across the three Eimeria spp.. A possible
explanation for this finding is that KOG is highly biased towards housekeeping proteins

(Koonin, 2005). Alternatively, this result may also suggest that the vast majority of the genes
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are not differentially expressed. Using eggNOG v2.0, a much more comprehensive database
of orthologous groups (Muller et al., 2010), we obtained very similar results (not shown —

data available on the project website).

We also classified the protein sets of the three Eimeria spp. using the three ontology
domains of the GO database. We were able to categorize 644 reconstructed sequences of E.
acervulina, 541 of E. maxima and 1,404 of E. tenella in GO terms of any ontology (Table 3).
A detailed list of identified GO terms is available on the project website. An overview of the
distribution of GO term assignments for the three ontology domains is presented in Fig. 2.
Similar to what has been observed in KOG functional categorization, most of the GO
assignments were quantitatively similar across the different Eimeria spp. In terms of
biological process ontology, the most prevalent GO terms were related to primary
metabolism, protein metabolism and modification, nucleoside/nucleotide and nucleic acid

metabolism, and biosynthetic process.

Aiming to enrich the protein annotation, we also carried out a series of orthology
analyses using protein datasets of six apicomplexan genomes, plus the translated products of
the three Eimeria spp. First, we submitted all proteins to a functional classification using the
KOG database and then we determined the orthology groups among all proteins. A KOG
analysis of the apicomplexan organisms allowed us to functionally classify 44.9% to 56.7% of
the proteins (data not shown). In total, we obtained 7,489 orthology groups of apicomplexans,
comprising 25,988 proteins (56.3%) out of 46,144. A total of 745 proteins of E. acervulina,
614 of E. maxima and 1,236 of E. tenella were clustered into any of these orthology groups
(Table 3). We also identified 174 proteins of E. acervulina, 161 of E. maxima and 180 of E.
tenella that are not functionally characterized but are conserved across Apicomplexa (Table
3). Also, we obtained 175 orthology groups containing protein representatives of the three
Eimeria spp. (Table 3, Supplementary Tables S4 and S5). From this set, we were able to
identify 27 orthology groups devoid of representatives of any of the non-eimerian
apicomplexans, that is, they were restricted to the Eimeria genus. This set comprised 34
proteins of E. acervulina, 28 of E. maxima and 50 of E. tenella (Table 3, Supplementary
Tables S4 and S5). A manual inspection and curation of the data revealed the presence of
numerous surface antigen gene (SAG) proteins, a set of GPl-anchored variant surface antigens
that constitute an important family of differentially expressed proteins. Toxoplasma gondii
also possesses several SAG families but no homologs to E. tenella SAGs have been found

(Tabares et al., 2004). Our orthology analysis is in agreement with this result, however it
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additionally suggests that SAG proteins are not restricted to E. tenella but are also present as
orthologs in E. acervulina and E. maxima. We also found in this Eimeria-specific protein
dataset two sequences homologous to microneme proteins EtMIC2 and EtMIC3. In agreement
with this result, orthologs to EtMIC2 (Blake et al., unpublished data available on GenBank
under the accession code CBX60033) and EtMIC3 (Labbe et al., 2005) have also been found
in E. maxima. For E. acervulina, we believe our result represents the first description of these
proteins, and may suggest that this class of proteins is most probably present in other chicken

Eimeria spp.

3.5. Transcript mapping

Since we obtained a relatively low number of functionally ascribed genes, we decided
to assess whether the reconstructed transcript sequences could be mapped onto the respective
parasite genome. A high rate of successful mapping would rule out the hypothesis of these
sequences being heterologous and, therefore, derived from putative unknown contaminants.
Thus, reconstructed cDNA sequences were submitted to similarity searches against genome
assemblies available for E. maxima and E. tenella. We observed that 91.0% of the assembled
transcripts (including contigs and singlets) were successfully mapped onto the genome in E.
maxima and 92.6% in E. tenella (Supplementary Table S6), with coverages of 90.4% and
93.5%, respectively. This result shows that the alignments were not restricted to small block
sizes but rather extended across most of the sequence length. It also strongly indicates that, at
least in E. maxima and E. tenella, a significant contamination of the sequences with
exogenous sources can be discarded. The Sanger Institute has released (September 2010) a set
of 8,786 predicted protein sequences translated from the E. tenella genome based on 1,000
gene models, BLAST similarity results and transcriptome analysis. Thus, we decided to
compare the translated proteins of our set of E. tenella assembled transcripts with this
predicted protein dataset, in order to assess the level of congruence between them. Assuming
a minimum identity percentage of 90% and a minimum alignment block size of 40 residues,
we observed that 1,877 out of 3,684 (50.95%) of our contig-derived protein sequences
showed positive hits, whereas 818 out of 4,306 (19.0%) singlet-derived sequences gave
positive results. This much lower alignment rate at the protein level, compared with the result
obtained with nucleotide sequences, can be ascribed to multiple causes. First, a significant
fraction of the reconstructed transcript sequences could be covering non-coding regions such

as 5’ and 3’ untranslated regions (UTRs). A potential contamination of the cDNAs with
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nuclear DNA could also be incriminated. However, at least in the case of ORESTES data,
rigorous controls have been employed to check the purity of the mRNA (see Section 2.3).
From the genomic side, a relatively low accuracy of the protein prediction of the E. tenella
genome could be the cause of the observed results. Alternatively, partial genome coverage
could represent an additional explanation. Finally, the existence of splicing variants could lead
to misalignments between the reconstructed cDNAs and genome sequences. Most probably,
the low alignment rate observed at the protein level was a consequence of the combined effect

of the various aforementioned factors.

3.6. Hierarchical clustering analysis

In order to assess how the gene expression profiles correlate with the distinct
developmental stages of the parasites, we performed agglomerative clustering analyses
(Section 2.10). Fig. 3 shows a Pearson distance tree obtained for expression data of the three
Eimeria spp. As can be seen, the three oocyst phases are closely related to each other, and Op
show an expression pattern more similar to Ou than to Os oocysts in all species. Os were
grouped with Sz in E. acervulina and E. tenella. In the case of E. maxima, in which the Sz
stage has not been sampled, Os formed a more external branch to the clade of Ou and Op,
followed by Mz2. In E. tenella, Mz1 and Mz2 formed a sister clade to the clade composed of
Os and Sz, thus constituting a major clade of the four zoite stages (if one considers Os a
‘zoite’ stage). This result clearly indicates that zoite stages share gene expression patterns and
that Mz1 and Mz2 are more closely related to each other than to Sz. To assess the robustness
of this approach, we tested two other distance methods and obtained very similar tree

topologies (Supplementary Fig. S3).

It is worth mentioning that despite using three distinct Eimeria spp., different stage
samplings (Supplementary Table S3), cDNA construction methods (EST, ORESTES or both),
and distance metrics, the observed dendrograms showed a remarkable topological
congruence. The high reproducibility of the clustering analyses suggests that our digital
expression profiles are in fact reflecting the differential gene expression patterns of Ou, Op
and Os, even though the sporulation process is not synchronous in E. acervulina and E.
maxima. In addition, this result indicates that a great predominance of some highly expressed
genes could be masking the effects of the asynchronous nature of sporulation. The
hierarchical clustering analyses indicate that Ou and Op present gene expression patterns that
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are more closely related to each other than to Os. This result is in agreement with what has
been reported in the literature for many genes. In fact, Ellis and Thurlby (1991) have shown
by in vitro translation in E. maxima that there is a burst of transcription of many mRNAS in
the early phases of sporulation, followed by an overall reduction of their levels. Similar
transcription patterns have also been reported for individual genes of E. tenella (Herbert et al.,
1992; Jean et al., 2000; Kinnaird et al., 2004). In all cases, the turning point of expression has
been observed at around 12 h, when Op predominate. On the other hand, an opposite
expression pattern have also been observed, with an increase in the expression levels of some
MRNAs after the formation of sporoblasts. Such a pattern is exemplified by a sporozoite
surface antigen (Brothers et al., 1988), HSP90 (Péroval et al., 2006) and several microneme

proteins (Ryan et al., 2000).

Our hierarchical clustering analyses also show that the expression profiles from
samples collected at three different instances of sporulation seem to reflect the transformation
of an oocyst into a zoite-type stage. Thus, to the extent that the oocyst becomes fully
sporulated, its gene expression pattern concomitantly resembles to that of a Sz. This result is
in agreement with Lal et al. (2009), who observed in proteomic analysis that late oocysts
share many more proteins with Sz than with early oocysts. Miska et al. (2004), using ESTs
derived from subtractive cDNA libraries, reported similar results, with Sz and Os sharing
many common transcripts, whereas Ou revealed many transcripts not shared by either Sz or

merozoites.

Despite the relative similarity of the expression profiles of Os and Sz, our hierarchical
clustering analyses still reveal a clear distance between both stages. The excystation is an
energy-demanding process (Coombs et al., 1997) that is possibly associated with some level
of regulation of the gene expression, thus explaining the distinct expression patterns observed
between resting sporozoites within fully sporulated oocysts, and newly excysted sporozoites.
In addition, some other metabolic alterations might enable the sporozoite to adhere to and
subsequently invade host cells. Time course experiments during the excystation process could
better clarify the role of specific genes in the conversion of a dormant parasite into an active

host cell invader.

Another interesting result relates to Mz1 and Mz2, which seem to share a very similar
gene expression pattern. Regardless of the distance method used, these stages always grouped
in the same clade. A preliminary differential gene expression analysis (data not shown), based

on digital profiles, revealed that Mzl and Mz2 share many hypothetical and ribosomal



18

proteins. In addition, many differentially expressed genes have been identified between both
stages. Thus, Mz1 presents a much higher expression and variety of ribosomal proteins than
Mz2. On other hand, Mz2 expresses a large number of SAGs that are not detected in Mz1.
Marked differences in polypeptide profiles between Mz1 and Mz2 have also been observed by
Tomley (1994).

Summarising, the hierarchical clustering analyses revealed a high conservation pattern
across the three Eimeria spp. Also, the expression profiles of the distinct developmental
stages strongly correlate with the order of these stages in the life cycle of the parasites. This
result indicates that changes in mRNA levels play an important role in regulating stage-
specific functionality, similar to what has been found by Radke et al. (2005) in T. gondii.

3.7. The Eimeria Transcript Database

In order to make all data presented in this work publicly available, we decided to
construct a website for easy data inspection and retrieval. The site contains all sequences for
download, including unassembled ORESTES reads, reconstructed cDNA sequences and
conceptually translated protein products. A BLAST engine permits users to make their own
similarity searches against assembled and unassembled data of the present work. Also,
integrated and quantitative analysis of GO, orthology and metabolic pathway mappings are
available. Finally, we provide a specific page for each reconstructed transcript where a
comprehensive annotation is available in Feature Table and GFF3 annotation formats. All
evidence supporting the ascribed function can be easily inspected through appropriate links to
outputs of the bioinformatics programs utilized in the analyses. Cross-references of Eimeria
proteins successfully mapped to orthologous groups of apicomplexan organisms are also
provided. Finally, a preliminary relational database was constructed, allowing users to make

complex queries.

3.8. CONCLUSIONS

This work presents a broad and comparative analysis of several developmental stages
for three of the most relevant Eimeria spp. of domestic fowl. Our generated cDNA sequencing
data is complementary to the genome sequencing projects of E. tenella and E. maxima, and

may be useful to validate current gene predictions, constitute gene model training sets and
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define exon-intron boundaries. Our analyses have identified genes that are conserved across
different apicomplexan parasites, suggesting that they may play some common and important
roles in this group of parasites, and should be considered for future studies on functional
assignment and potential application as drug targets. Digital expression profiles revealed a
high conservation pattern across the three Eimeria spp. and an unambiguous correlation with
multiple developmental stages. In conclusion, we believe that the gene survey study and the
associated analyses reported here, together with the publicly released database, constitute an
important information resource for the Eimeria scientific community, and might help to define
potential candidates for the development of new strategies to control coccidiosis of the

domestic fowl.
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Figure captions

Fig. 1. Functional assignments to eukaryotic orthologous groups (KOG) categories. Protein
products from assembled cDNAs of Eimeria acervulina, Eimeria maxima and Eimeria tenella
were classified into 25 functional categories (A —W, Y, Z) of the KOG database. Percentages

refer to the relative proportions of the categories.

Fig. 2. Comparative functional classification of three Eimeria spp. using Gene Ontology
(GO). Distribution of GO term assignments to protein products derived from assembled
cDNAs of Eimeria acervulina, Eimeria maxima and Eimeria tenella. The ontology domains
(biological process, cellular component and molecular function) are presented in separate
charts. Percentages refer to the number of proteins mapped to each GO term in regard to the

total number of assembled cDNAs of the respective Eimeria sp.

Fig. 3. Clustering analysis of Eimeria digital expression profiles. Transcript enumeration data
based on expressed sequence tag/open reading frame EST (EST/ORESTES) countings of
Eimeria acervulina, Eimeria maxima and Eimeria tenella, derived from different
developmental stages (Ou, unsporulated oocysts; Op, sporoblast phase oocysts; Os, sporulated
oocysts; Sz, sporozoites; Mzl, first generation merozoites; Mz2, second generation
merozoites). The method used was Pearson distance with complete linkage agglomerative

hierarchical clustering.
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Supplementary Figure legends

Supplementary Fig. S1. Global distribution of assembled cDNAs according to the number of
reads. Eimeria acervulina, E. maxima and E. tenella cDNA reads were assembled with CAP3
and the resulting contigs were categorized in respect to the number (no.) of composing reads.

Singlets were not considered in the analysis. Y-axis is in logarithmic scale.

Supplementary Fig. S2. Stage-specific distribution of assembled cDNAs according to the
number of reads. Eimeria tenella cDNA reads derived from unsporulated oocysts, sporoblast-
phase oocysts, sporulated oocysts, sporozoites, 1st -generation merozoites and 2nd -
generation merozoites were assembled with CAP3, and the resulting contigs of each stage
were categorized in respect to the number (no.) of composing reads. Singlets were not

considered in the analysis. Y-axis is in logarithmic scale.

Supplementary Fig. S3. Clustering analysis of Eimeria digital expression profiles. Transcript
enumeration data based on expressed sequence tag/open reading frame ESTs
(EST/ORESTES) countings of E. acervulina, E. maxima and E. tenella, derived from
different developmental stages (Ou — unsporulated oocysts , Op — sporoblast-phase oocysts ,
Os — sporulated oocysts , Sz — sporozoites, Mz1 — 1%-generation merozoites, Mz2 - 2"-
generation merozoites). Methods: (A) Aitchison distance with complete linkage
agglomerative hierarchical clustering; (B) Spearman distance with complete linkage

agglomerative hierarchical clustering.
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Table 1
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Assembly results of cDNAs of Eimeria acervulina, Eimeria maxima and Eimeria tenella

using open reading frame expressed sequence tags (ORESTES) and EST reads (only for E.

tenella).

Assembly results E. acervulina E. maxima E. tenella

No. of reads 16,289 15,490 48,361

Contigs 1,280 1,233 3,724
Total length (bp) 874,527 707,815 2,922,818
Average length (bp) 683 574 785

Singlets 2,133 2,193 4,976
Total length (bp) 758,709 704,429 1,900,014
Average length (bp) 356 321 382

Total no. of assembled

cDNAS 3,413 3,426 8,700
Total length (bp) 1,633,236 1,412,244 4,822,832
Average length (bp) 479 412 554




Table 2

Genome complexity and predicted number of proteins of apicomplexan parasites.

Oraanism Genome No. of No.of  Gene density
g size (Mb)  chromosomes  proteins  (genes/MB)

Eimeria tenella H 55 14 8,786 160

Toxoplasma gondii 63 14 7,993 127

ME49"

Neospora caninum 62 14 7,083 114

NCLiv®

Plasmodium 23 14 5,446 237

falciparum 3D7°

Babesia bovis 8 4 3,703 463

T2Bo®

Theileria annulata 8 4 3,795 474

Ankara clone C9f

Cryptosporidium 9 8 3,805 423

parvum lowa I1°

Sources:
#Sanger Institute — v. Sep 2010 - (ftp:/ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Eimeria/tenella/)
*ToxoDB - v. 6.0 - (http://toxodb.org/toxo/)

‘GeneDB — v. Sep 2009 - (http://www.genedb.org/Homepage/Ncaninum)

PlasmoDB - v. 6.3 - (http://plasmodb.org/plasmo/)

*NCBI — v. 08 Aug 2007, accession number AAXT00000000

'GeneDB — v. 15 Jul 2005 - (http://www.genedb.org/Homepage/Tannulata)
9CryptoDB — v. 4.3 - (http://cryptodb.org/cryptodb/)
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Table 3

Functional annotation of the assembled transcripts of Eimeria acervulina, Eimeria maxima

and Eimeria tenella.

Feature E. acervulina E.maxima E. tenella
Assembled transcripts 3,413 3,426 8,700
Translated products (>50 aa) 3,233 3,096 7,990
BLAST (e-value < 10°°) 1,235 1,091 2,559
KOG 707 604 1,517
iré))t(gi?SSmittsh positive BLAST and/or 1.276 1114 2633

Proteins within Apicomplexa

745 614 1,236
orthology groups
Hypothetlf:al proteins conserved 174 161 180
across Apicomplexa
Proteins within orthology groups
common to three Eimeria species 240 215 298
(175 groups)

Protgms Wlthlp ort_hology groups 34 28 50

restricted to Eimeria spp. (27 groups)

Gene Ontology (any) 644 541 1,404
Biological Process 398 337 946
Cell Component 203 182 555
Molecular Function 579 473 1,247

aa, amino acid; KOG, eukaryotic orthologous groups
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Primer sequences used for Eimeria mRNA integrity tests with different genome targets.

Species/Target Accc:gziion Primer sequences /:i\;l;p(lti)g())n

Eimeria acervulina

a-tubulin AY488134 GAGGTACAGGTTCAGGTTTGGG 818
CTTCCTCCATACCTTCACCAAC

Eimeria maxima

TFP250 AY239227 GCTGCTCTGTAAACGCCACTTG 900
CACTCGTCGATGTCGGTACACC

Eimeria tenella

EtMIC4 AJ306453 TATAGACGAGTGCCAAGACCCG 1007

CCGTCACCTGAATAGCCAGCTA
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Source, library type and number of reads of the different sets of cDNA sequences used for

transcript reconstruction of Eimeria tenella.

Librar No. of No. of
Source y Format Repository input accepted

type

reads reads
. SCF and Sanger ® and
Sanger Institute, UK EST EASTA NCBI® 9,778 5,939
Universiti - Kebangsaan, o FASTA  NCBI® 1,051 1,028
Malaysia
\L’ngi"”gton university, gor Trace files WUSTL® 27,500 26,249
. USDA’

USDA, USA EST Trace files /NCBI® 1,666 1,022
USP, Brazil ORESTES Trace files USP® 17,568 14,123
Total - - - 57,563 48,361

 http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/eimeria-tenella.html

® http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/
“http://genome.wustl.edu/data/est_projects

Trace files kindly provided by Dr. K. Miska. FASTA sequences available at the NCBI.

® http://www.coccidia.icb.usp.br/eimeriatdb/

EST, expressed sequence tag; ORESTES, open reading frame EST
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Supplementary Table S3

Distribution of high-quality open reading frame expressed sequence tags (ORESTES) and

conventional EST reads of Eimeria acervulina, Eimeria maxima and Eimeria tenella used in

this work.

Eimeria sp./
Developmental stage

Number of reads

E. acervulina (Ac)

Unsporulated oocysts (Ou) 3,532
Sporulating oocysts (Op) 2,570
Sporulated oocysts (Os) 1,574
Sporozoites (Sz) 8,613
Total 16,289
E. maxima (Mx)

Unsporulated oocysts (Ou) 3,118
Sporulating oocysts (Op) 3,215
Sporulated oocysts (Os) 8,921
2" generation merozoites (Mz) 236
Total 15,490
E. tenella (Tn)?

Unsporulated oocysts (Ou) 3,081 (1,429)

Sporulating oocysts (Op)
Sporulated oocysts (Os)
2"% generation merozoites (Mz)

2,233 (2,233)
3,256 (2,914)
16,589 (3,580)

Sporozoites (Sz) 19,043 (3,967)
1% generation merozoites (Mz) 4,150 (0)
Undefined stage 9 (0)
Total 48,361 (14,123)

®In E. tenella the numbers correspond to the sum of conventional ESTs plus ORESTES reads (indicated in

parentheses).
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Supplementary Table S6

Mapping results of reconstructed cDNAs onto the assembled genomes of Eimeria maxima

and Eimeria tenella.

Mapping results E. maxima E. tenella
Contigs
Aligned cDNAs 1,152 (93.43%) 3,677 (98.73%)
Mean coverage 90.84% 93.93%

Singlets
Aligned cDNAs

1,966 (89.64%)

4,379 (88.0%)

Mean coverage 90.07% 93.21%
Total

Aligned cDNAs 3,118 (91.0%) 8,056 (92.59%)

Mean coverage 90.35% 93.54%
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