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Resumo

Os métodos que permitem identificar e classificar espécies e subespécies de bactérias
de maneira homogénea contam com uma variedade de técnicas para obter evidéncias
biolégicas. A genotipagem tem sido uma das principais metodologias utilizadas por
estudos de epidemiologia, estrutura populacional e filogenética de bactérias. No
entanto, tais técnicas apresentam limitacoes no que diz respeito ao poder de discri-
minacao de cepas, ao tempo e esforco laborial bem como ao custo dos equipamentos
e materiais necessarios para sua execucao. Diante disso, o presente trabalho tem
por objetivo desenvolver ferramentas computacionais baseadas em comparacao de
sequéncias para a genotipagem de bactérias que contribuem para diminuir tais res-
tricoes. Mais especificamente, este trabalho criou um pipeline automatico que for-
nece dois produtos finais. O primeiro consiste em uma ferramenta de busca via web,
denominada Orthologsorter, que permite realizar buscas no conjunto de familias de
proteinas obtidas por algum método de clusterizacao de sequéncias a fim de ob-
ter informacoes funcionais e evolutivas das espécies analisadas. O segundo consiste
em uma arvore filogenética construida através de uma busca especifica utilizando
Orthologsorter, contribuindo para a inferéncia da histéria evolutiva das espécies en-
volvidas. O pipeline proposto foi testado usando, em especial, os dados biolégicos
pertencentes a dois complexos bacterianos, Bacillus cereus e Mycobaterium tubercu-
losis e apresentou resultados satisfatorios, quando comparados com outras técnicas
de genotipagem. Desse modo, os resultados obtidos demonstram que a ferramenta
criada neste trabalho pode inferir relagoes filogenéticas entre espécies/cepas proxi-
mamente relacionadas baseando-se na comparacao direta dos conjuntos de proteinas

preditas dos organismos analisados.

Palavras-chave: bioinformatica; genotipagem; orthologsorter; familia de

proteinas; filogenia.
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Abstract

Methods to identify and classify species and subspecies of bacteria in a homogeneous
way has a variety of techniques to obtain biological evidence. Genotyping has been
one of the major methods used by studies of epidemiology, population structure
and phylogenetics of bacteria. However, these techniques have limitations on the
ability to discriminate isolates, are time and labor intensive, and demand high cost
equipments and materials. This work aims to develop computational tools based
on comparison of sequences for bacterial genotyping that contribute to reduce such
restrictions. Specifically, this work has created an automatic pipeline that provides
two final products. The first consists of a web search tool, called Orthologsorter,
allowing search a set of protein families obtained by some method of clustering
sequences in order to obtain functional and evolutionary information of the analyzed
species. The second consists of a phylogenetic tree built through of a specific
search utilizing Orthologsorter, contributing to the inference of the evolutionary
history of the involved species. This tool has been tested using biological data
from bacterial complexes of Bacillus cereus and Mycobacterium tuberculosis, and
has shown satisfying results when compared to other genotyping techniques. Thus,
the results show that the tool created in this work can successfully infer phylogenetic
relationships among closely related species/isolates based is able direct comparison

of the sets of predicted proteins of the analyzed organisms.

Keywords: bioinformatics; genotyping; orthologsorter; protein family; phylo-

geny.
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Capitulo 1

Introducao

Este trabalho estd inserido na drea de Bioinformatica, a qual consiste no desenvol-
vimento e implementacao de técnicas computacionais para solucionar problemas de
Biologia Molecular. A importancia da Bioinformatica vem crescendo nas tultimas
décadas e tem contribuido consideravelmente para a identificacao e classificacao de
organismos, principalmente por meio de ferramentas de comparacao de genomas.
Entre os principais focos da area estao o tratamento, armazenamento e anélise do
crescente nimero de sequéncias bioldgicas, com énfase naquelas resultantes de pro-

jetos de sequenciamento de genomas.

Novas tecnologias de sequenciamento e a drastica reducao de seus custos tém per-
mitido a obtencao de um grande volume de informagoes bioldgicas dos organismos,
aumentando a necessidade de ferramentas que permitam realizar analises computa-

cionais detalhadas, além do armazenamento e gerenciamento dessas informacoes.

Um dos problemas cruciais para a Biologia Molecular e para a Gendémica consiste
em encontrar métodos que permitam identificar e classificar espécies e subespécies
de bactérias de maneira homogénea. A identificagdo envolve reconhecer o grupo
biolégico ao qual o organismo pertence, previamente estabelecido pela classificagao.
A classificacao corresponde a agrupar organismos em categorias hierarquicas, o que
geralmente ¢ realizado por meio do estudo de homologias, isto ¢, a partir da deteccao

de ancestralidade em comum [18].

Ambos os procedimentos (identificar e classificar) contam com uma variedade de
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técnicas para obter evidéncias bioldgicas. Entre tais técnicas destaca-se a tipagem.
Esta permite caracterizar organismos por meio da analise de caracteres expressos
pela bactéria (fenotipagem) e por meio da andlise do conteido genético (genotipa-
gem) [32, 49].

A fenotipagem é limitada a capacidade das bactérias de imprevisivelmente mudar a
expressao de determinada caracteristica. Além disso, algumas técnicas de tipagem
fenotipica tendem a ser um tanto especificas para um grupo bacteriano particular,
o que impede a tipagem de outros grupos que nao possuem as caracteristicas in-
vestigadas pela técnica. Acrescenta-se a tais problemas o fato de que o grau de
reprodutibilidade e de discriminacao de tais técnicas frequentemente dificultam os

processos de identificacao e classificacao de bactérias [32].

Apesar da sua grande utilidade na determinacao do género e da espécie, a aplica-
bilidade de métodos fenotipicos de tipagem no nivel da subespécie ou cepa é muito
limitada. Devido ao fato de caracterizarem o fenétipo e nao o genétipo, os resulta-
dos obtidos por estes métodos dependem fortemente das condi¢oes ambientais e sao

aplicaveis na tipagem de apenas algumas espécies.

Quanto a genotipagem, esta demonstra ser promissora para superar as dificuldades
mencionadas [32]. Pode-se citar como uma das vantagens da genotipagem a estreita
relacao entre a diversidade genética e a variabilidade fenotipica, sendo esta ultima
descrita pela distribuicao geografica, especificidade de patogenos, patogenicidade,
resisténcia a drogas e viruléncia [49]. No entanto, a genotipagem também possui

restricoes no que diz respeito ao nivel de distin¢ao de isolados bacterianos.

A flexibilidade genética bacteriana constitui um fator determinante para tais res-
tricoes. Afinal, estes organismos possuem a habilidade de realizar transferéncia
génica horizontal (transferéncia de material genético entre organismos distantemente
relacionados), perda ou aquisigao génica e recombinacao. Assim a genotipagem, mui-
tas vezes, nao alcanca a resolucao requerida para distinguir isolados muito similares,
pertencentes, por exemplo, & mesma linhagem. Ressalta-se ainda que uma quanti-
dade consideravel de técnicas de genotipagem exige muito tempo e esforco laborial

bem como materiais caros para serem executadas [49].

Diante disso, a genotipagem necessita de abordagens que aumentem seu poder de

discriminacao de isolados bacterianos e que reduzam o tempo, esfor¢co laborial e
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custo para obtencao de resultados. Nesse contexto, abordagens computacionais

apresentam-se como alternativas eficientes para superar tais limitagoes.

Uma abordagem promissora para genotipagem € a comparacao de genomas, que vem
sendo largamente utilizada, uma vez que facilita a anélise funcional e evolutiva dos
genomas. E uma poderosa ferramenta na identificacao de funcionalidades comuns
entre organismos, além de ser 1til na determinagao de propriedades filogenéticas

importantes.

Muitas estratégias para comparar genomas levam em conta a preservacao da ordem
e do conteudo génico, uma vez que essas caracteristicas tendem a se manter pouco
alteradas entre organismos filogeneticamente proximos. Sequéncias conservadas en-
tre genomas podem ser utilizadas para inferir a historia evolutiva das espécies, além
de facilitar a anotagao genomica por meio da identificacao de sequéncias similares

as quais jé tiveram identificadas suas fungdes bioquimicas [2, 9, 93].

Uma abordagem bastante utilizada é a determinacao de familias de proteinas comuns
a varios genomas. A maioria das proteinas pode ser agrupada em familias com
base na similaridade entre suas sequéncias de aminoacidos por algum método de
clusterizagao de sequéncias. Essas familias dao pistas a respeito de funcionalidades
comuns aos organismos e também fornecem direcoes para a construgao da filogenia
das espécies envolvidas na comparacao. A construcao de arvores filogenéticas auxilia
na explicacao dos possiveis relacionamentos entre as espécies atuais e na dedugao

das histdrias evolutivas delas.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de ferramentas computacionais
baseadas em comparacao de sequéncias para a genotipagem de bactérias. Mais
especificamente, neste trabalho novas ferramentas foram desenvolvidas, além da
utilizagao de outras ja disponiveis, com o objetivo de criar um pipeline automatico
que fornece dois produtos finais. O primeiro consiste em uma ferramenta de busca
via web, denominada Orthologsorter, que permite a realizacao de buscas no conjunto
de familias de proteinas obtidas por algum método de clusterizacao de sequéncias,
visando obter informagoes funcionais e evolutivas das espécies analisadas. O segundo
consiste na construcao de uma arvore filogenética através de uma busca especifica
utilizando o Orthologsorter, contribuindo para a inferéncia da histéria evolutiva
das espécies envolvidas. A busca especifica citada aqui consiste, a grosso modo,

na obtencao de familias de proteinas contendo exatamente uma sequéncia de cada
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organismo incluido na anélise.

Tanto o Orthologsorter quanto essa abordagem de escolha de familias e construgao
da filogenia foram utilizadas de forma nao automatizada e com sucesso em vérios
projetos [4, 54, 63, 19, 73, 76, 96]. A construcdo de um pipeline automético envol-
vendo essas abordagens certamente auxiliard os pesquisadores na tarefa de andlise
de espécies de bactérias. A ferramenta aqui apresentada foi testada usando dois
grupos de organismos: Bacillus cereus e Mycobacterium tuberculosis, e apresentou

resultados satisfatorios, quando comparados com outras técnicas de tipagem.

Resultados preliminares deste trabalho foram publicados:

e em [58], no projeto de sequenciamento e anélise do genoma do isolado FT9 de

Bacillus cereus;

e cm [8], como ferramentas auxiliares na determinagao de um isolado de Myco-

bacterium; e

e cm [55], como parte de uma abordagem alternativa de determinagao de novos

isolados, usada conjuntamente com a ferramenta kGC [88].

O presente texto, que pressupoe um entendimento basico de Biologia Molecular, em
particular de sintese de proteinas, e de Bioinformética, encontra-se estruturado da
seguinte forma. No Capitulo 2 é descrito o processo de anotagao, suas etapas e
principais objetivos. No Capitulo 3, sao apresentados os conceitos sobre homologia
e familias de proteinas, essenciais para o entendimento do problema do qual trata
o trabalho. Caracteristicas e exemplos de ferramentas para deteccao de familias de
proteinas também podem ser vistos nesse Capitulo. Em seguida, no Capitulo 4,
conceitos relacionados a filogenia de espécies sao apresentados, bem como exemplos
de filogenia e a sua utilidade na determinacao de especificidades dos organismos.
Nosso software Orthologsorter é apresentado no Capitulo 5, incluindo o fluxograma
do pipeline e as ferramentas computacionais que compoem o pipeline. Em seguida,
no Capitulo 6, os resultados sao mostrados e uma discussao acerca do que foi obtido
é apresentada. Também sao descritos nesse capitulo os grupos de organismos de in-
teresse, nominalmente Bacillus cereus e Mycobacterium tuberculosis. No Capitulo 7
concluimos este trabalho. O apéndice traz o manual do usuério para o Orthologsor-

ter.



Capitulo 2

Anotacao e analise de genomas de

bactérias

Neste capitulo descrevemos uma breve introducgao sobre os processos de anotagao
e analise de genomas de bactérias. Na Secao 2.1 apresentamos as trés categorias
basicas da anotacao. Na Secao 2.2 algumas ferramentas disponiveis para auxiliar o
processo de anotagao de uma sequéncia. Por fim, descrevemos os arquivos resultantes

da anotagao que utilizamos como entrada no pipeline desenvolvido.

Vale ressaltar que o foco deste trabalho nao é a anotacao, mas sim a producao de
um ferramental que use como entrada os resultados da anotacao, em particular o
conjunto de proteinas preditas de um genoma. A leitura deste capitulo pressupoe

conhecimentos basicos de Biologia Molecular, em especial de sintese de proteinas.

A sequéncia de DNA armazena informacoes sobre a biologia dos organismos, e as
sequéncias transcritas em RNA que expressam proteinas devem ser anotadas de
forma correta para que possamos inferir corretamente seus dados bioldgicos. A
anotacao de um genoma é o processo onde, a partir de uma sequéncia de DNA
ou RNA produzida por sequenciamento e montagem, e empregando-se a analise e
interpretacao necessarias, busca-se atribuir caracteristicas bioldgicas para o enten-
dimento do contexto bioldgico em que essas se inserem, por exemplo, sua fungao. A
analise da organizacao estrutural e funcional dessas sequéncias também compdem a
anotagao [46, 61, 80].
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A fase de analise de um genoma anotado consiste, basicamente, na tentativa de
entender quais sao as principais caracteristicas do organismo, a partir dos dados ge-
notipicos obtidos pela anotagao. Para alcancar este objetivo, os pesquisadores tipi-
camente executam programas para a analise das sequéncias e realizam comparagoes

com fontes de dados externas.

Geralmente o processo de anotagao de genomas é realizado em trés etapas:

e identificar a localizagao de possiveis genes dentro do genoma,;
e determinar o produto dos genes identificados na etapa anterior; e

e determinar as vias metabdlicas e/ou os processos celulares aos quais os genes

estao relacionados.

Os processos envolvidos em cada uma destas etapas serao detalhados nas secoes

seguintes.

2.1 Etapas da anotacao

A anotacao de um genoma é um processo de multiplos passos, podendo ser dividido
em em trés categorias bésicas: anotacao em nivel de nucleotideos, anotagao em nivel
de proteinas e anotacao em nivel de processos. A Figura 2.1 ilustra essas etapas.

As informagoes apresentadas nesta secao foram retiradas de [80, 61].

Anotacao em Anotacdao em Anotacao em
nivel de nivel de - nivel de
nucleotideos proteinas processos

Onde estao os genes? Quais sao os genes Como os genes interagem?
e suas funcdes?

Figura 2.1: Etapas da anotacao.

Anotacao em nivel de nucleotideos

Uma das etapas mais importantes realizadas durante o processo de anélise do ge-

noma de um organismo ¢ a detecgao de regioes codificantes e nao-codificantes. Gene
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é todo o segmento de DNA que contém informacao para a sintese de uma cadeia
polipeptidica. A regiao do gene que é transcrita pode ser separada em codificante
(contém informacgao para a estrutura priméria de um polipeptidio) e ndo-codificante
(sequéncias que nao serdo traduzidas). Quando se obtém o sequenciamento de um

genoma, a primeira coisa a ser feita nessa etapa é caracterizar as sequéncias obtidas.

Devemos descobrir se tal sequéncia pertence a uma regiao génica, se representa
uma molécula de RNA transportador ou RNA ribossomico, se pertence a algum
tipo de regiao repetitiva ou se apresenta algum marcador genético conhecido. O
principal objetivo dessa etapa é construir um mapa do genoma do organismo, po-
sicionando cada uma das possiveis regioes codificantes e caracterizando as regioes

nao-codificantes.

Em genoma de procariotos, cuja a maior parte é composta por regioes codificadoras,
a localizacao de possiveis genes é feita, basicamente, através da identificacao do
conjunto de Open Reading Frames (ORFs). Uma ORF é uma subsequéncia do
DNA, que nao é necessariamente um gene, definida por um cédon de inicializagao
(por exemplo, AT'G) e um cédon de finalizagao (TAA, TAG ou TGA) na mesma
fase de leitura. Fase de leitura é uma das seis opgoes de se ler o cédigo genético em
uma molécula de DNA dupla fita. Entretanto, em bactérias, cédons de inicializagao
alternativos podem ser empregados, tais como GT'G ou TTG. O tamanho delimitado
por esta janela de leitura é frequentemente utilizado para definir uma determinada

regiao como sendo génica ou nao.

Bactérias e Archaea sao caracterizadas por uma elevada densidade de genes, auséncia
de introns, e poucos DNA repetitivos. Portanto, o problema de encontrar genes em

bactérias é relativamente simples se comparado com genomas de eucariotos.

Em eucariotos, a regiao do gene que é transcrita pode ser separada em codificante
(contém informacao para a estrutura priméria de um polipeptidio) e ndo-codificante
(sequéncias que nao serao traduzidas). Nesses genomas, a tarefa de identificar genes
¢ mais complicada ja que apenas uma pequena porcentagem do genoma é composta
por regides génicas. Além disso, a existéncia de introns que podem alcancar deze-
nas de quilobases e de formas alternativas de splicing dos mRNAs dificulta ainda
mais a correta identificagdo dos genes. Alguns programas sao capazes de identifi-
car, dependendo do genoma analisado, regides génicas codificadoras (éxons) e nao

codificadoras (introns).
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Anotacao em nivel de proteinas

Mapeados os genes, a etapa seguinte consiste em identificar quais proteinas sao
codificadas, o que consiste o processo de anotacao das sequéncias proteicas. Nessa
etapa, procura-se montar um catalogo dos genes presentes no organismo estudado,

dando-lhes nomes e associando-os a provaveis funcoes.

Apenas um numero pequeno de proteinas possui sua funcao bem caracterizada e,
devido a isso, os softwares anotadores de sequéncias geralmente classificam-nas em
grupos ou familias a partir de similaridades encontradas com proteinas ja anotadas

de outras espécies, sendo essa uma rica fonte para a anotacao funcional.

E bom lembrar, entretanto, que nem sempre proteinas da mesma familia possuem
funcoes similares. Sequéncias proteicas de uma mesma espécie incluidas na mesma
familia sao consideradas pardlogas. Sequéncias pardlogas consistem em coépias de
um mesmo gene, localizadas em loci diferentes, produzidas por duplicacao de uma
sequéncia ancestral [66]. Tipicamente tém fungao idéntica ou similar, mas, algumas
vezes, isso nao acontece devido a falta da pressao seletiva original sobre uma copia
do gene duplicado. Esta copia € livre para sofrer mutagoes e adquirir novas fungoes.

Mais detalhes acerca desses conceitos serao vistos no Capitulo 3.

O termo “familia” refere-se a um grupo de sequéncias consideradas similares em
virtude dos valores da pontuacao de alinhamento, e-value e cobertura. O processo
de detecgao de familias de proteinas a partir das relagoes de similaridade do conjunto

de sequencias proteicas é denominado “clusterizacao de sequéncia”.

Uma forma comum de procurar similaridade entre proteinas é utilizando ferramentas
como o Blastp [6], buscando informagcao em diferentes bancos de dados de proteinas.
Dentre os bancos de dados de proteinas mais usados estdo o Genbank [12], Uni-
ProtKB/SwissProt [45] e Protein Data Bank [13].

Um processo tipico de anotacao de proteinas ira buscar primeiramente similarida-
des com outras proteinas ja anotadas. Uma analise complementar seria a procura
de dominios funcionais. As bases de dados mais utilizadas nesse processo podem
ser vistas na Tabela 2.2. Esses varios bancos de dados de padroes sao altamente
sobreponiveis, mas cada um possui seu proprio sistema de nomenclaturas e método

de procura, o que torna dificil a interpretacao dos resultados. Por isso, foi desen-
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volvido um banco integrado de assinaturas de proteinas, conhecido como InterPro,

que procura integrar as informacoes dos bancos anteriormente citados.

Devido aos bancos de dados de proteinas serem altamente sobrepostos, com dife-
rentes nomenclatura e métodos de busca, ¢é dificil termos uma informacao confidvel,
comprovada experimentalmente da funcao de proteinas preditas. Uma outra abor-
dagem para obter a funcao de uma proteina é construir sua estrutura tridimensional
a partir da sequéncia. O Protein Data Bank (PDB) armazena estruturas 3D de
proteinas e macromoléculas. O problema dessa abordagem é que a obtencao da
estrutura 3D a partir da sequéncia é muito complexa. Dentro desse contexto, a a-
notacao funcional por similaridade de sequéncia ajuda a esclarecer a funcao de uma

proteina sem precisarmos obter sua estrutura 3D.

Anotacao em nivel de processos biolégicos

O maior desafio na anotagao de um genoma é associar as proteinas preditas aos
processos biolégicos ocorridos dentro de uma célula. Esta tltima etapa visa iden-
tificar como os genes e as proteinas se associam ao ciclo celular, metabolismo e a

manutenc¢ao da vida do organismo.

Identificados os genes, devemos agora tentar relaciona-los de modo a obtermos um
mapa funcional do organismo estudado. Processos podem conter diversos genes
ativos simultaneamente que possibilitam que determinada acao seja realizada pela
célula. Alteracoes nos genes podem levar a falta de proteinas importantes impos-
sibilitando a realizacao de um ou mais processos. Nesse ponto devem-se identificar
quais vias bioquimicas estao completas ou incompletas no organismo e quais vias

alternativas ele possui.

Nesta etapa é fundamental a participagao de bidlogos especialistas em diversas areas
para que se possa descobrir como o metabolismo do organismo pode influenciar seu
modo de vida e seu comportamento. Esse é o momento onde é possivel levantar
varias hipdteses que relacionem o funcionamento dos organismos com seus dados
genomicos. Tais hipoteses devem ser testadas experimentalmente, por pesquisadores

que trabalhem com o organismo estudado.

Uma das principais técnicas utilizadas visa analisar mutagoes ocorridas em genes, e
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verificar se estas mutagoes influenciam a acao do gene. Em caso afirmativo, é possivel
determinar se um gene participa ou nao de um determinado processo, analisando
quais acoes deixaram de ocorrer em detrimento da mutacao. Como resultado desta
analise obtém-se uma rede de relagoes funcionais entre genes, denominada rede

génica.

2.2 Principais ferramentas de anotacao

O processo de anotacao génica pelo qual um genoma passa é, na pratica, a execugao
de programas de bioinformdtica que visam ajudar os bidlogos em suas pesquisas,
poupando-lhes tempo e trabalho, acelerando assim a interpretacao biolégica de cada

uma das sequencias sendo estudadas.

Sao diversos os softwares destinados as mais diferentes manipulagoes das grandes
quantidades de dados gerados pelos projetos de sequenciamento. Existem softwares
destinados a catalogar e comparar sequéncias de nucleotideos e aminoécidos [6], a
identificar e prever localizac¢ao de genes [68, 71|, a clusterizar [47, 88], entre outros.
Os bancos de dados também sao essenciais para o gerenciamento e identificacao
de padroes no grande volume de dados bioldgicos que cresce exponencialmente. O
NCBI (The National Center for Biotechnology Information) nos Estados Unidos,
e o EBI (European Bioinformatics Institute) na Inglaterra sdo os dois principais
servidores de informacoes bioldgicas. Eles mantém bancos de dados e softwares que
servem como ferramentas para toda a comunidade cientifica, que também submete

seus dados a esses bancos, diariamente, disponibilizando-os para uso ptublico.

Como dito anteriormente, a partir do momento que obtemos a sequéncia de nu-
cleotideos a ser analisada, o primeiro passo da anotacao é descobrir a localizacao

dos genes na sequeéncia.

Vérios programas foram criados para manipular sequéncias de nucleotideos a fim de
realizar a predi¢@o génica, dentre eles podemos citar o Orfinder [68] e o Glimmer [T1].
Em procariotos, os programas consistem tipicamente de uma busca por ORFs (Open

Reading Frames), que correspondem a sequéncias com possiveis regides codificadoras.

Além dos genes que codificam proteinas, é preciso ainda determinar onde estao os
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genes que codificam RNAs diferentes do RNAm. Estes genes sao transcritos porém
nao sao traduzidos. A propria sequéncia transcrita de um RNA ja desempenha seu
papel na célula. Sao varias as fungoes de sequéncias de RNA, como os tRNAs (RNAs
transportadores) e os rRNAs (RNAs ribossomais), entre outros. Muitos programas
e bancos estao disponiveis na literatura para tal fim. Como principal exemplo,
podemos citar o programa chamado Infernal, baseado nos chamados modelos de

covariancia [56].

Apoés obtermos a localizagao dos genes, precisamos caracterizar biologicamente as
sequencias obtidas. Isto é feito por comparacao de sequéncias, utilizando sequéncias
previamente anotadas disponiveis em bancos piblicos de sequéncias biologicas. A
comparagao entre sequéncias biolégicas (dcidos nucleicos e proteinas) permite que
relacoes evolutivas, estruturais e funcionais existentes entre as sequéncias compa-
radas sejam reveladas, fornecendo evidéncias decisivas para a caracterizagao das
propriedades bioldgicas de novas sequéncias com base no conhecimento acumulado

sobre outras ja estudadas.

Blast

O Blast (Basic Local Alignment Search Tool) [6] é utilizado na comparagao e alinha-
mento local de sequéncias de nucleotideos ou de aminoacidos depositadas em bancos
de dados. E a ferramenta computacional mais utilizada e de muita importancia para

a biloinformaética.

O procedimento mais comum e difundido para a anélise de sequéncias ¢é a utilizacao
do programa Blast para identificar rapidamente a existéncia de sub-sequéncias seme-
lhantes entre si. Estas semelhancas podem indicar homologia e permitir a inferéncia
de funcao, ou seja, através da similaridade identificada pode-se atribuir - ainda que
provisoriamente - uma fun¢ao a sequéncia sem a necessidade de realizacao imediata

de experimento bioldgico.

A ferramenta Blast (Basic local alignment search tool) [6], como o nome indica,
¢ utilizada na busca de similaridade local entre sequéncias biologicas (DNA ou
aminodcidos). Para tanto, o Blast utiliza uma heuristica, isto é, um algoritmo que
toma atalhos (baseados em alguma restri¢do) para encontrar mais rapidamente uma

dentre as possiveis solucoes corretas de um problema. Dessa maneira, um algoritmo



Anotacao e analise de genomas de bactérias 12

heuristico nao procura pelo melhor resultado possivel, e sim por qualquer resultado
que obedega as restrigoes impostas para ser considerado como correto ou préximo

do melhor resultado, em um tempo satisfatério.

O alinhamento de sequéncias consiste no processo de comparar duas ou mais
sequéncias (de nucleotideos ou aminodcidos) de forma a se observar seu nivel de
similaridade. No que diz respeito ao conceito de alinhamento local, este pode ser

definido como a comparacao de subsequéncias das sequéncias comparadas.

Uma busca utilizando Blast compara a sequéncia de interesse (query ou sequéncia
de entrada) introduzida pelo usuério, contra um banco de dados (subject), tentando
encontrar alinhamentos locais estatisticamente significativos. A origem da sequéncia
de interesse, assim como a pergunta que se tenta responder, irao determinar o banco

de dados a ser utilizado.

De forma bastante resumida, o algoritmo Blast pode ser dividido em trés estagios
bésicos [5]. No primeiro estigio é gerada uma lista de todas as “palavras” encontra-
das na sequéncia que estd sendo buscada. “Palavra”, no caso do Blast, é um trecho
de comprimento definido da sequéncia. Esta lista é refinada através do calculo da
pontuagao do alinhamento, sem gaps (i.e., apenas comparando palavras inteiras, ou
seja, continuas, sem interrup¢ao), destas palavras contra todas as palavras possiveis
de uma sequéncia. Caso as sequéncias em questao sejam formadas por aminoacidos,
o algoritmo calcula a pontuagao bruta(raw score) da palavra por meio da soma da

pontuacao de cada par de aminodcido alinhado [5].

A referéncia para atribuir pontos a cada par de palavras alinhadas é através de
uma matriz de substituicao, a qual armazena todas as possiveis substituicoes para
os aminoacidos existentes e a pontuacao que deve ser atribuida para cada par de
aminoacido alinhado. Caso as sequéncias sejam formadas por nucleotideos, nao sao
utilizadas matrizes de substituigdo, mas sim, um sistema de pontos para match (par
idéntico) e mismatch (par nao idéntico). Pontos negativos sao atribuidos devido a

insergao de lacunas (gaps) para que se possa obter um alinhamento étimo.

Tal pontuacao, obtida pela soma dos pontos de cada par, pode ser considerada
como uma medida da similaridade entre as sequéncias comparadas [5]. Um vez que
o algoritmo tenha calculado tal pontuacao para todas as palavras, apenas “palavras”

com pontuacdo acima de um determinado limiar (valor minimo) sao selecionadas,
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isto é, as palavras que sao idénticas ou similares a subsequéncias da sequéncia query.
Estas palavras formam o conjunto de buscas a serem realizadas pelo algoritmo em

um banco de dados.

No segundo estagio, palavras idénticas as presentes na lista sao procuradas nas
sequencias do banco de dados. Ao encontrar alguma subsequéncia de uma sequéncia
do banco de dados que alinhe a qualquer uma das palavras selecionadas, tem-se um
match. Como o banco de dados teve sua lista de palavras pré-compilada e indexada
no momento em que foi criado, nao no instante em que se executa a busca, este

passo é extremamente rapido.

No 1ltimo estagio, as extremidades dos matches sao estendidas. Inicialmente o
algoritmo estendia ambas as extremidades de todos os matches encontrados como
configuracao padrao, porém, um refinamento posterior do algoritmo permite ao
usuario escolher se as extensoes serao realizadas segundo o critério de existéncia
de dois matches nao sobrepostos proximamente localizados [6], o que torna o tempo

de execucao do algoritmo ainda menor.

O algoritmo estende um match ou hit enquanto a pontuacao permanecer alta para
aquele alinhamento, mas é interrompida quando sao detectadas variagoes que levem

o valor abaixo de um limiar de pontuacao estabelecido para as extensoes [5].

Como resultado, é exibida uma lista contendo todos os hits acompanhados de seus
alinhamentos, juntamente com o score, também chamado de raw-score, uma estima-

tiva de significancia, denominada de e-value, além da porcentagem de identidade.

O score é a pontuacao atribuida pelo algoritmo e baseada no niimero de pareamentos
perfeitos (match) e imperfeitos (mismatch) entre uma subsequéncia da sequéncia de
entrada e um segmento de alguma sequéncia do banco de dados. E consequencia do
nimero de insergoes, delecoes e substituicoes neste pareamento. Contudo, mesmo
quando o score é alto e, em principio, melhor o pareamento, este valor nao pode
ser analisado individualmente, mas acompanhado de medida estatistica (e-value).
Enfim, o valor do score dd uma indicagao se o alinhamento é bom ou nao, sendo o
seu valor positivamente correlacionado com a qualidade deste alinhamento (ou seja,

quanto maior, melhor).

Uma medida do Blast a ser considerada é o bit-score, o qual é calculado por meio
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da normalizacdo da pontuacao bruta (raw-score). O bit-score permite a comparagao
de score entre alinhamentos de sistemas de pontuacao ou matrizes diferentes, bem
como alinhamentos de sequéncias que diferem no comprimento ou no tamanho do

banco de dados onde estdo armazenadas [6].

Ja o e-value representa o valor estatistico que indica se o alinhamento é real ou foi
obtido meramente pelo acaso naquele banco de dados (“falso positivo”). Em outras
palavras, é o nimero esperado de falsos positivos que obteriam score igual ou maior
que o reportado em um determinado alinhamento entre a sequéncia de entrada e
uma do banco. Fundamentalmente, quanto menor o e-value, menores as chances

daquele resultado ser consequéncia do acaso.

Outro dado relevante é a identidade que corresponde ao nimero matches identifi-
cados no alinhamento e expresso, em porcentagem, a partir da comparacao com o
comprimento deste alinhamento. Nos resultados do Blast, sao a soma do niimero de
aminoacidos idénticos e aqueles que sao diferentes na comparagao mas que apresen-

tam score positivo na tabela empregada.

De acordo com a necessidade do usudrio, a natureza dos dados de entrada (nu-
cleotideo ou aminoacido) e do banco de referéncia, existe um programa Blast es-
pecifico: o Blastp (compara a sequéncia de aminodcidos de entrada (query) con-
tra um banco de dados de sequéncias de proteinas (subject)), Blastn (compara a
sequencia de nucleotideos de entrada contra um banco de dados de sequéncias de
nucleotideos), Blastx (compara a sequéncia de nucleotideos de entrada traduzida
para todas as sequéncias de leitura possiveis contra um banco de dados de sequéncias
de proteinas), TBlastn (compara a sequéncia de aminodcidos de entrada contra um
banco de dados de sequéncias de nucleotideos traduzidas para todas as sequéncias
de leitura possiveis) e TBlastx (Compara as seis sequéncias de leitura possiveis de
nucleotideos contra um banco de dados de nucleotideos traduzidos para todas as

sequéncias de leitura possiveis).

Neste trabalho, o pipeline desenvolvido utiliza em seu primeiro passo o Blastp, cuja
comparagao ¢ do tipo “todos contra todos”. Para executar o programa Blastp é
necessario criar o banco de dados local das proteinas preditas dos organismos estu-
dados. Apdés obtido o banco de dados, as comparacoes do tipo “todos contra todos”
envolvem a comparacao de cada uma das sequéncias de um banco contra todas as

demais sequéncias pertencentes ao banco. Deste modo, por meio de alinhamentos
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de pares (pairwise alignment) de todas as sequéncias de cada banco, o Blastp ob-
teve as relacoes de similaridade de sequéncias entre as proteinas de cada complexo

bacteriano.

Apés a identificacao de cada gene, é necessario obter a sua classificacao. FExiste
uma grande diversidade de nomes e sinonimos para entidades bioldgicas que resulta
em uma anotacao confusa. Para uniformizar o vocabulario utilizado na anotagao,
algumas iniciativas desenvolvem ontologias para a descri¢ao de processos e produtos
biol6gicos, gerando uma colegao de termos (vocabulério) controlados o que minimiza
problemas de nomenclatura na anotagao. O Gene Ontology [10] é um repositério
deste tipo, sendo um mecanismo eficiente para classificacao dos genes. Cada gene
¢ classificado em trés niveis: funcao molecular, processos celulares e localizagao

celular.

Na Tabela 2.1 sao apresentados os principais programas utilizados na anotacao de

genomas e a suas caracteristicas principais.
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Tabela 2.1: Principais programas de anotacao

Programa

Caracteristica principal

Orfinder

Busca por ORF's

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/

Glimmer

http://wuw.cbcb.umd. edu/software/glimmer/

Blast

Comparacoes de sequéncias

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Gene Ontology
http://wuw.geneontology.org/
Interpro

http://www.ebi.ac.uk/interpro

(Classificacao dos genes

ClustalW
http://www.genome. jp/tools/clustalw/

MUSCLE

http://wuw.driveb.com/muscle/

Alinhamento multiplo

Mega
http://wuw.megasoftware.net/

Phylip

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html

Inferéncias filogenéticas

Existem também, bancos de dados aplicados ao estudo de proteinas. Na Tabela 2.2

sao apresentados os bancos de dados de familias de proteinas mais conhecidos.

Tabela 2.2: Bancos de dados de familias de proteinas

Banco de Dados

PROSITE http://prosite.expasy.org/

PRINTS http://www.bioinf .manchester.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/index.php
BLOCKS http://blocks.fhcrc.org/blocks/blocks_search.html
PROFILES http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/PFSCAN

Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/

ProDom http://prodom.parabi.fr/prodom/current/html/home.php

InterPro http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
http://www.cbcb.umd.edu/software/glimmer/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.geneontology.org/
http://www.ebi.ac.uk/interpro
http://www.genome.jp/tools/clustalw/
http://www.drive5.com/muscle/
http://www.megasoftware.net/
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
http://prosite.expasy.org/ 
http://www.bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/index.php 
http://blocks.fhcrc.org/blocks/blocks_search.html 
http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/PFSCAN
http://pfam.sanger.ac.uk/
http://prodom.parabi.fr/prodom/current/html/home.php
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/
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2.3 Resultados da anotacao

Na pratica, como resultado da anotacao, espera-se um conjunto de arquivos que
armazena todos os genes, suas respectivas posicoes no genoma e sequéncias e final-

mente os respectivos produtos resultantes.

No escopo deste trabalho, estaremos interessados em dois arquivos padronizados

pelo Genbank, com extensoes ‘.ptt’ e ‘.faa’.

O arquivo com extensao ‘.ptt’ é um arquivo texto que contém as informagoes dos
genes anotados de um genoma. A partir deste arquivo obtemos a localizacao dos
genes (posicao inicial e final na fita ‘+’), a fita em que foi obtido (fita ‘+’ ou ‘—’),
o numero de aminoacidos, excluindo o cédon de terminacao, o gene e o produto

¢

génico, andlogo ao Genbank [12]. O gene que foi obtido a partir da fita ‘=’ tem
posicao inicial e final correspondente a fita ‘+’. A sequéncia de aminoacidos deste

gene é obtida pela sequéncia complementar reversa a fita ‘+’.

4

A utilizagao do arquivo ‘.ptt’ é necessaria em geral quando a anélise compara-
tiva envolve aspectos de sintenia compartilhada. O termo “sintenia” refere-se a
conservacao na ordem e no conteido de genes, ou grupos geénicos, entre espécies

relacionadas.

No caso de genomas incompletos, onde em geral tém-se apenas os contigs ou scaffolds

anotados, esse arquivo nao faz sentido e portanto nao ¢é utilizado.

Ja o arquivo ‘. faa’ traz todas as sequéncias de genes ja traduzidas, no formato fasta.
Cada sequéncia representada nesse arquivo corresponde biunivocamente a uma linha
no arquivo ‘.ptt’. As Figuras 2.2 e 2.3 mostram, respectivamente, trechos iniciais

desses arquivos do cromossomo circular da bactéria Bacillus cereus ATCC 10987.

Bacillus cereus ATCC 10987, complete genome - 1..5224283
5603 proteins

Location Strand Length PID Gene Synonym Code COG Product
408..1748 + 446 42779082 dnaA BCE_0001 -COGO593L chromosomal replication initiator protein DnaA
1927..3066 + 379 42779083 dnaN BCE_0002 -COGO592L DNA polymerase III, beta subunit
3182..3406 + 74 42779084 -BCE_0003 -C0G2501S8 hypothetical protein

3418..4545 + 375 42779085 recF BCE_0004 -CO0G1195L DNA replication and repair protein RecF

Figura 2.2: Trecho inicial do arquivo NC_003909.ptt, do cromossomo circular de
Bacillus cereus ATCC 10987.
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>gi|42779082|ref INP_976329.1| chrom. rep. initiator protein DnaA [Bacillus cereus ATCC 10987]
MENISDLWNSALKELEKKVSKPSYETWLKSTTAHNLKKDVLTITAPNEFARDWLESHYSELISETLYDLT
GAKLAIRFIIPQSQAEEEIDLPPSKPNSAQDDSNHLPQSMLNPKYTFDTFVIGSGNRFAHAASLAVAEAP
AKAYNPLFIYGGVGLGKTHLMHAIGHYVIEHNPNAKVVYLSSEKFTNEFINSIRDNKAVDFRNKYRNVDV
LLIDDIQFLAGKEQTQEEFFHTFNALHEESKQIVISSDRPPKEIPTLEDRLRSRFEWGLITDITPPDLET
RIAILRKKAKAEGLDIPNEVMLYIANQIDSNIRELEGALIRVVAYSSLINKDINADLAAEALKDIIPNSK
PKIISIYDIQKAVGDVYQVKLEDFKAKKRTKSVAFPRQIAMYLSRELTDSSLPKIGEEFGGRDHTTVIHA
HEKISKLLKTDTQLQKQVEEINDILK

>gi|42779083|ref INP_976330.1| DNA polymerase III, beta subunit [Bacillus cereus ATCC 10987]
MRFTIQKDYLVRSVQDVMKAVSSRTTIPILTGIKVVATEEGVTLTGSDADISIESFIPVEENGKEIVEVK
QSGSIVLQAKYFSEIVKKLPKETVEISVENHLMTKITSGKSEFNLNGLDSAEYPLLPQIEEHHVFKIPTD
LLKHMIRQTVFAVSTSETRPILTGVNWKVYNSELTGIATDSHRLALRKAKIEGIADEFQANVVIPGKSLN
ELSKILDESEEMVDIVITEYQVLFRTKHLLFFSRLLEGNYPDTTRLIPAESKTDIFVNTKEFLQAIDRAS
LLARDGRNNVVKLSTLEQAMLEISSNSPEIGKVVEEVQCEKVDGEELKISFSAKYMMDALKALDSTEIKI
SFTGAMRPFLIRTVNDESIIQLILPVRTY

>gi|42779084 |ref INP_976331.1| conserved hypothetical protein [Bacillus cereus ATCC 10987]
MSDFMKRIKISTEYITLGQFLKLADVIDTGGAVKWFLQEYEVYVNQELENRRGRKLYANDIIEIPGSGSF

Qvas

>gi|42779085|ref INP_976332.1| DNA rep.repair protein RecF [Bacillus cereus ATCC 10987]
MFISEIQLKNYRNYEKLELSFEDKVNVIIGENAQGKTNLMEAIYVLAMAKSHRTSNDRELIRWDEDFGQI
KGKLQKRNSSLSLELNISKKGKKAKLNQLEQQKLSQYIGVMNVVMFAPEDLNLVKGSPQVRRRFLDMELG
QIAPVYLYELSQYQKVLTQRNHLLKKMQGNSKNEETMLDVFTLQLIEHGTKILQKRFEFLHLLQEWAAPI
HRGISRGLEELEIVYKPSVDVSESMDLSKIKEVYYESFQSVKQREIFRGTTLIGPHRDDLQFFVNSKNVQ
VFGSQGQQRTTALSLKLAEIELIYSEVKEYPILLLDDVLSELDDYRQSHLLNTIQGKVQTFVTTTSVDGI
EHETLKEAKTIHVTNGTVDCEIDRA

Figura 2.3: Trecho inicial do arquivo NC_003909.faa, do cromossomo circular de

Bacillus cereus ATCC 10987.

O produto do gene é o material bioquimico resultante da expressao de um gene,
ou seja, corresponde a funcao que o gene possui dentro da célula. Para o nosso
projeto, a identificacdo de grupos ortélogos entre multiplos genomas é essencial,
revelando assim padroes filogenéticos de proteinas de linhagens diferentes, além de
prover conhecimento evolucionario dos genomas estudados. A sequéncia proteica e
principalmente o produto do gene sao fundamentais para distribuir as proteinas a
distintos grupos, de modo que as proteinas em um mesmo grupo sao mais similares

entre si do que aquelas em outros grupos.



Capitulo 3

Familias de proteinas

Neste capitulo apresentamos uma breve introducao ao conceito de familias de
proteinas. Na Secao 3.1 descrevemos algumas defini¢coes usadas na comparacao de
sequéncias, em especial na comparacao de proteinas. Por fim, na Secao 3.2 apresen-

tamos algumas ferramentas existentes para a determinacao de familias de proteinas.

A disponibilidade de sequéncia completa dos genomas vem revolucionando a pes-
quisa de evolugao molecular e ampliando o conhecimento sobre a genética e sua
influéncia nos mecanismos celulares. Comparar os contetidos de genes de genomas
diferentes permite inferir funcoes de proteinas e a maneira pela qual elas evoluiram
por caminhos independentes. Esse conhecimento é importante para o entendimento
de como surgiram novas fungoes de proteinas, de como fenétipos sao codificados nos
genes, ou para predizer quais genes tém a mesma funcao em organismos diferentes.
Mais ainda, a identificacao de familias de proteinas de bactérias tem possibilitado
analises aprofundadas acerca de como os organismos comparados interagem com
seus hospedeiros [20, 27, 30, 77]. O termo “familia”, adotado no presente trabalho,
nao assume o sentido usado em Biologia (categoria taxondmica que reune géneros),
mas refere-se a um cluster ou grupo de sequéncias consideradas similares em virtude

dos valores da pontuacao de alinhamento, e-value e cobertura.

Durante a evolugao, algumas proteinas compartilham caracteristicas estruturais e
funcionais, o que sugere que elas tiveram uma origem em comum, um ancestral, do
qual tais proteinas tiveram origem. Nesse caso, diz-se que fazem parte da mesma

familia. Uma familia de proteinas é um grupo de proteinas relacionadas evolutiva-
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mente.

Mas a questao ¢ como relacionar essas proteinas. Durante a evolugao das proteinas,
hé regioes que nao se alteraram. Procurar por regioes conservadas ¢ um bom
comeco para se relacionar proteinas. A quantidade de diferencas entre sequéncias de
aminoacidos pode indicar quao recentemente os dois genomas compartilharam um
ancestral comum. Dois genomas que divergiram num passado recente tendem a ter
menores diferencas. Uma vez separadas as proteinas em familias, fica facil relacionar
uma nova proteina com uma familia e decidir se ela é membro da familia ou nao.

Caso seja, pode-se fazer melhores inferéncias sobre sua funcao.

Proteinas em uma mesma familia descendem de um ancestral comum e normalmente
tém estruturas tridimensionais, fungoes e sequéncias com similaridade significativa.
Embora seja dificil avaliar a importancia da semelhanca funcional ou estrutural,
métodos de alinhamento de sequéncias nos permitem avaliar a significancia da simi-
laridade entre um grupo de sequéncias e a identificar os possiveis membros de uma

familia de proteinas.

O processo de deteccao de familias de proteinas a partir das relacoes de similaridade
do conjunto de sequéncias proteicas é denominado “clusterizacao de sequéncias”.
Essa abordagem ¢é geralmente baseada em agrupar proteinas entre si através de
uma medida de similaridade obtida a partir da comparagao direta das sequéncias.
Idealmente, os clusters resultantes devem corresponder a familias de proteinas, cujos

membros estao relacionados por uma historia evolutiva comum.

3.1 Homologia, ortologia e paralogia

Nesta secao introduzimos algumas definicdes basicas usadas quando se comparam
genomas através de suas proteinas preditas. Homologia, ortologia e paralogia sao
conceitos referentes a comparacao entre genomas ou proteinas e sao esses conceitos
importantes para compreender como os organismos sao relacionados. Homologia, o
conceito mais genérico, designa uma relagao de ancestralidade comum entre quais-
quer entidades. Assim, genes/proteinas relacionadas por homologia sdo chamados
de homologos. Dentro da homologia, os termos paralogia e ortologia sao comumente

utilizados.
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Sequéncias homologas sao ortélogas se elas foram separadas por um evento de es-
peciagao: quando uma espécie diverge em duas espécies separadas, as copias de um
unico gene nas duas espécies resultantes sao considerados ortologos. Ortdlogos, ou
genes ortologos, sao genes em diferentes espécies que se originaram de um 1nico gene
do tultimo ancestral comum. Ortdélogos, frequentemente, tém a mesma fungao. Co-
ortologos sao dois ou mais genes em uma linhagem que sao, coletivamente, ortélogos
a um ou mais genes de outra linhagem, devido a uma duplicacao de linhagem es-
pecifica. O termo linhagem refere-se ao conjunto de individuo que descendem de um

ancestral comum.

Sequéncias homologas sao paralogas se elas foram separadas por um evento de du-
plicacao de genes: se um gene de um organismo ¢ duplicado e ocupa duas regioes
diferentes no mesmo genoma, entao as duas cépias sao paralogas. Genes paralogos
frequentemente pertencem a mesma espécie, entretanto, existem excecoes: por exem-
plo, o gene da hemoglobina dos seres humanos e o gene da mioglobina de chim-
panzés sdo pardlogos. Pardlogos podem ser divididos em in-pardlogos (gerados por
duplicacao apos especiacao) e out-pardlogos (gerados por duplicagao antes da espe-
ciagao). Pardlogos tipicamente tém funcao idéntica ou similar, mas, algumas vezes,
isso nao acontece devido a falta da pressao seletiva original sobre uma copia do gene

duplicado, ficando esta cépia livre para sofrer mutacoes e adquirir novas fungoes.

Como mostrado na Figura 3.1, um gene A em uma espécie ancestral sofre uma
duplicagao seguida de uma especiagao, originando as linhagens B e C'. C2 e C3
sao in-pardlogos devido a suas duplicacoes terem ocorrido apds especiacao. Sao,
portanto co-ortdlogos a B2. C'1 é out-paralogo a C2 e C3, ja que houve duplicacao
de A antes da especiacdao, o mesmo ocorrendo entre Bl e B2. No entanto, Bl e C'1

sao ortologos.
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evento: duplicagdo

Al A2

evento: especiagao
A A->BeC

TN VR evento: duplicagdo

\\?/ i \ N \/ - :\\BZ/: | |

Ortélogos: gene C2 Cc3

ancestral comum \/

Pardlogos: duplicagdo
apds especiagdo

Pardlogos: duplicagéo
antes da especiagdo

Figura 3.1: Conceitos de ortologia e paralogia. Figura transcrita de [95].

Como o numero total de proteinas sequenciadas esta crescendo, o interesse na analise
dessas proteinas tem aumentado. Por isso, ha um esfor¢o continuo de organizar as
proteinas em familias. A identificacao correta das familias de proteinas é funda-
mental para a predicao confidavel de funcoes dos membros da familia, na analise filo-
genética, na anotacao funcional, na exploracao da diversidade da funcao da proteina
em um ramo filogenético dado, entre outras aplicacoes. Em nosso trabalho, queremos
encontrar familias de proteinas homdélogas, ortélogas e/ou pardlogas, de vérios geno-
mas de espécies proximas, com o objetivo de construir, a partir dessas familias, uma
arvore filogenética. As buscas no conjunto de familias obtidas por algum método
de clusterizacao de sequéncias sao feitas através do software Orthologsorter, descrito

no Capitulo 5.

3.2 Ferramentas para deteccao de familias de

proteinas

Algumas ferramentas, como o OrthoMCL e £GC descritas a seguir, foram criadas
para a determinacao de familias de proteinas, a partir da comparacao entre essas
familias [47, 88]. Através destas ferramentas obtemos resultados semelhantes aos

almejados neste trabalho, porém utilizando procedimentos e tratamentos diferentes.
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OrthoMCL

O OrthoMCL [47] é uma ferramenta capaz de construir agrupamentos de ort6logos e
paralogos entre dois ou mais organismos. E uma ferramenta utilizada para encontrar
regioes que preservam o conteido génico em varios genomas, a partir de comparacoes
feitas “todos contra todos” pelo Blastp. Tais regioes miiltiplas, chamadas de regioes
ortélogas, podem nos dar pistas sobre funcionalidades comuns de genes ou grupo
de genes que se preservam em espécies proximas. OrthoMCL utiliza o Blast para
comparagoes de sequéncias e o algoritmo de Markov (Markov Cluster - MCL) para

a formagao de grupos, o qual é baseado em probabilidade e teoria dos grafos.

O algoritmo de Markov recebe como entrada um conjunto de pares com pesos (pode
ser visto como um grafo, onde cada elemento do par é um vértice e o peso é uma
aresta ligando estes dois vértices com o peso indicado). Este algoritmo é largamente
utilizado em Biologia para “clusterizar” sequéncias de proteinas, ou seja, atribuir
as proteinas em grupos (chamados de clusters) de modo que as proteinas em um

mesmo cluster sao mais similares entre si do que aquelas em outros clusters.

O algoritmo de Markov (e varios outros algoritmos de clustering) baseia-se na se-
guinte ideia: considerando um grafo, havera muitas ligagoes dentro de um mesmo
cluster, e poucas ligacoes entre clusters diferentes. Isto significa que, se voceé tivesse
que partir de um né, e depois aleatoriamente passeasse por outro no, vocé estaria
mais propenso a permanecer dentro de um cluster do que atingir outro cluster. Este
conceito é chamado de random walks. Ao realizarmos random walks sobre o grafo,
é possivel descobrir onde o fluxo se concentra, e, portanto, onde os clusters estao.
A partir desta ideia, o algoritmo simula caminhos aleatérios em um grafo utilizando
matrizes de Markov para determinar as probabilidades de fluxo através dos nos.
Essa metodologia gera grupos de proteinas, consistindo de paralogias e ortologias
entre pelo menos duas espécies. O termo “matriz de Markov’ refere-se a uma matriz
de transicao, ou ainda matriz estocastica, sendo uma matriz quadrada onde todas
as entradas sao nao-negativas e todas as colunas tem entradas cuja a soma é igual
a 1. As probabilidades de transicao que caracterizam um processo de Markov sao

normalmente agrupadas na matriz de Markov.

O OrthoMCL pode ser visto como um processo de duas etapas: a primeira envolve a
aplicagao de regras baseadas no conhecimento biolégico do problema para determinar

quais sequéncias podem ser incluidas, como as sequéncias sao conectadas e como o0s
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pesos das arestas podem quantificar o relacionamento entre duas sequéncias. A
segunda etapa consiste do agrupamento. O algoritmo OrthoMCL ¢é apresentado na

Figura 3.2.

Sequéncias de proteinas de organismos

v

BLASTP
todos-contra-todos

Entre espécies: Dentro de cada espécie:
Pares com maior similaridade Pares com maior similaridade
reciproca: ortologos putativos reciproca: paralogos recentes

Matriz de similaridades
(normalizadas por espécies)

Agrupamento
utilizando Markov
(MCL)

"

Grupos de ort6logos com
parélogos recentes

Figura 3.2: Algoritmo OrthoMCL. Figura adaptada de [47].

O procedimento do OrthoMCL inicia-se com comparacoes feitas “todos contra to-
dos” pelo Blastp de um conjunto de sequéncias de proteinas com os genomas de
interesse. Relacionamentos de ortologia e paralogia sao identificados entre pares
de genes, cujos e-values de alinhamento do Blastp sao reciprocamente inferiores a
107°. Posteriormente, estes resultados sdo convertidos em um grafo no qual os nés

representam os genes e as arestas seus relacionamentos.

Devido a alta similaridade obtida nas paralogias em relagao a ortologia, o processo de
agrupamento pode ser comprometido. Os pesos das arestas sao entao normalizados
por espécies de forma a refletir um peso médio para todo par de ortologia entre
duas espécies. A matriz de Markov é preenchida com esses valores normalizados
através do célculo de — log,,(e-value) para cada e-value proveniente do alinhamento

de pares de genes pelo Blastp, conforme mostra a Figura 3.3.

O algoritmo de Markov é entao aplicado sobre esta matriz de forma a obter as
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ortologias e paralogias respectivamente. Como resultado, este procedimento prové
grupos de genes ortélogos entre pelo menos duas espécies com seus respectivos genes

paralogos.

A Figura 3.3 exemplifica um caso em que duas espécies, A e B, possuem uma
ortologia entre os genes Al e B1, além das paralogias na espécie A entre (Al, A3)
e (Al, A2) e na espécie B entre (B1, B2). Note que A2 estd muito mais préxima
de Al do que A3, e que Al foi escolhido como gene ortélogo a Bl. Estas escolhas
sao justificadas pelos valores encontrados na matriz de similaridade normalizada por

espécies, onde os maiores valores evidenciam os pares descritos.
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Espécie A

Espécie B
> Bl < > B2

parélogos recentes

A3 < 1 <

\4

ortélogos

A
paralogos lj
A2

Matriz de Similaridade = Matriz de Markov

Al | A2 | A3 | Bl | B2

Al 300 | 152 | 61 29

A2 | 233 150 60 29 o
Pesos normalizados Pesos iniciais:
corrigidos por MCL B A3 | 118 | 117 40 30 — -logy (e-value)

B1 69 68 45 88 similaridades BLASTP

B2 33 33 34 100

Figura 3.3: Ilustragao dos relacionamentos entre as sequéncias e a construcao da
matriz de similaridade. Setas pontilhadas representam paralogia “recente” (du-
plicagao subsequente a especiagao); setas sélidas representam ortologia. A metade
superior direita da matriz contém os pesos iniciais calculados como a média de
— logyy(e-value) a partir das comparagoes pairwise pelo WU-Blastp. A metade in-
ferior esquerda contém os pesos corrigidos fornecidos ao algoritmo MCL. O peso
da aresta de cada par de sequeéncias w;; ¢ dividido por ng, onde W representa o
peso médio dentre todos os ortélogos (sublinhado) e pares de pardlogos “recentes”
(italico), e W;; representa o peso médio da aresta dentre todos os pares de ortélogos
a partir das espécies 7 e j. O resultado desta normalizacao corrige as diferencas sis-
temdticas na comparagao entre duas espécies (por exemplo, diferengas que podem
ser atribuidas ao bias da composigao de nucleotideos), e quando ¢ = j, para mini-
mizar o impacto de pardlogos “recentes” (duplicacao dentro de uma determinada
espécie) no agrupamento de espécies ortélogas. Figura transcrita de [47].

A Figura 3.4 mostra o trecho inicial da saida gerada pelo OrthoMCL para o grupo

Bacillus cereus.
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ORTHOMCLO (41 genes,8 taxa): gil152974714|ref|YP_001374231.1]
(Bacillus_cytotoxicus_NVH_391_98) gil152975323|ref|YP_001374840.1|
(Bacillus_cytotoxicus_NVH_391_98) gil152975969|ref|YP_001375486.1|
(Bacillus_cytotoxicus_NVH_391_98) gil152975970|ref|YP_001375487.1|
(Bacillus_cytotoxicus_NVH_391_98) gil157691852|ref|YP_001486314.1|
(Bacillus_pumilus_SAFR_032) gil|163939082|ref|YP_001643966.1]|

(Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4)
(Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4)
(Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4)
(Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4)
(Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4)
(Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4)
(Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442)
(Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442)
(Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442)
(Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442)
(Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442)
(Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442)

11163939088 | ref | YP_001643972.
gi1163939867 |ref | YP_001644751.
g11163941190 | ref | YP_001646074.
g11163941191 |ref | YP_001646075.
811163941192 |ref | YP_001646076.

gi1228990265 | ref | ZP_04150232.
gi11228990273 | ref | ZP_04150240.
11228991060 | ref |ZP_04151021.
gi1228992275 | ref | ZP_04152207.
11228992276 | ref | ZP_04152208.
11228992277 |ref | ZP_04152209.
211229010574 |ref | ZP_04167776.

(Bacillus_mycoides_DSM_2048)
(Bacillus_mycoides_DSM_2048)
(Bacillus_mycoides_DSM_2048)
(Bacillus_mycoides_DSM_2048)
(Bacillus_mycoides_DSM_2048)
(Bacillus_mycoides_DSM_2048)
(Bacillus_anthracis_AE016879)
(Bacillus_anthracis_AE016879)
(Bacillus_anthracis_AE016879)
(Bacillus_anthracis_AE016879)
(Bacillus_anthracis_AE016879)
(Bacillus_anthracis_AE016879)
(Bacillus_cereus_ATCC_10987)
(Bacillus_cereus_ATCC_10987)
(Bacillus_cereus_ATCC_10987)
(Bacillus_cereus_ATCC_10987)
(Bacillus_cereus_ATCC_10987)
(Bacillus_cereus_ATCC_10987)

(Bacillus_thuringiensis_serovar_konkukian_97_27)
(Bacillus_thuringiensis_serovar_konkukian_97_27)
(Bacillus_thuringiensis_serovar_konkukian_97_27)
(Bacillus_thuringiensis_serovar_konkukian_97_27)

(Bacillus_thuringiensis_serovar_konkukian_97_27)

g11229010580 | ref | ZP_04167782.1]|
g11229011367 | ref | ZP_04168558.1 |
g11229012761 | ref | ZP_04169931.1]|
g11229012762|ref | ZP_04169932.1]|
g11229012764 |ref | ZP_04169933.11
gi130261290 | ref |NP_843667.1]
gi130261296 | ref |NP_843673.1|
gi130262066 | ref |INP_844443.1|
gi130263533|ref |INP_845910.1|
gi130263534 |ref |INP_845911.1]|
gi130263535|ref INP_845912.1]|
gi142780374 |ref INP_977621.1|
gi142780380 | ref |INP_977627.1|
gi42782651 |ref |INP_979898.1|
gi142782652|ref |INP_979899.1|
gi142782653 | ref |INP_979900.1|
gi|478733102| ref |NP_978423. 3|
gi149477118|ref | YP_035420.1|

(Bacillus_thuringiensis_serovar_konkukian_97_27)

1|
1|
1|
1|
1l
1]
1]
1]
1]
1]
1]
1]

gi|49477123|ref |YP_035426.
gi149478278|ref | YP_037662.
gi149478282|ref | YP_037667.
gi]49479250 | ref | YP_037666.
gi149481243|ref | YP_036188.

1]
1]
1]
1]
1]

Figura 3.4: Trecho inicial do arquivo de saida gerado pelo OrthoMCL para o grupo

Bacillus cereus.

Identificacao de grupos ortélogos entre multiplos genomas pode ser bastante ttil

para a anotagao genomica, revelando padroes filogenéticos de proteinas de linhagens

diferentes, além de prover conhecimento evolucionario.
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EGC

O kGC [88] consiste em um algoritmo recentemente desenvolvido para a construgao
de grupos de genes homologos em multiplos organismos simultaneamente. O al-
goritmo KGC propoe-se a encontrar familias de proteinas a partir das relagoes de

similaridade do conjunto de sequéncias proteicas.

Dados k genomas, onde cada genoma é um conjunto de sequéncias de genes, a en-
trada para o kGC é o resultado das comparagoes das sequéncias proteicas (contendo
pontuagoes de similaridades de sequéncia) de “todos-contra-todos” no Blastp, e a

partir desses, cria um grafo de similaridades de sequéncia.

Um grafo G é formado por dois conjuntos, um composto de elementos chamados
vértices (V) e outro composto de elementos chamados arestas (£). Cada aresta
corresponde a um par nao orientado de vértices. Considera-se um conjunto C,
pertencente ao conjunto V', uma clique do grafo G se qualquer par de vértices
pertencente a C' é também pertencente a F. Uma clique é dita maximal se esta

deixar de ser clique devido ao acréscimo de qualquer vértice nao pertencente a C' [2].

Com base na identificacao de cliques maximais em grafos de similaridades de
sequencias, a saida do kGC é uma colecao de grupos formados por sequéncias si-
milares. Os experimentos, descritos em [88], mostram que o kGC é um método
simples, com um pequeno nimero de parametros, tempo de execucao razoavel e

produz resultados com qualidade, quando comparado ao OrthoMCL.



Capitulo 4

Filogenia de espécies

Todas as espécies de organismos existentes na Terra passaram por um processo de
transformacao ao longo dos tempos, sendo tal processo chamado de evolugao. Um
dos problemas centrais da Biologia, conhecido como problema da filogenia, é explicar
a histéria evolutiva das espécies hoje existentes, bem como verificar relacionamentos

entre essas espécies, a fim de determinar possiveis ancestrais comuns entre elas.

Na Secao 4.1 descrevemos o problema da construgao de filogenias baseadas em
distancias. Em particular, descrevemos a construcao de arvores aditivas e ul-
tramétricas. Apresentamos também o problema da construgao de filogenias ba-
seadas em caracteristicas, adotado em nosso trabalho. Na Secao 4.2 explicamos
como o problema de construgao de um alinhamento multiplo e o de determinar uma
arvore filogenética estao ligados. Por fim, apresentamos na Se¢ao 4.3 publicagoes que
também adotaram, com algumas diferencas, a abordagem utilizada nesse trabalho

para construir de filogenia de espécies.

Filogenia é o termo comumente utilizado para hipéteses de relagoes evolutivas (ou
seja, relagoes filogenéticas) de um grupo de objetos, isto é, a filogenia mostra relagoes
ancestrais entre os objetos. Vamos nos referir as espécies e outras taxonomias como

objetos.

Para tentar explicar fatos como os mencionados acima, frequentemente utilizamos
o conceito de arvores. Uma arvore filogenética é uma representacao grafica, em

forma de uma &arvore, das relagoes evolutivas entre varios objetos que possam ter

29
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um ancestral comum. Assim arvores filogenéticas sdo estruturas que expressam a

ancestralidade e relacionamentos entre os objetos ou grupos de objetos [9].

Em uma arvore filogenética, cada n6 com descendentes representa o mais recente
antepassado comum, e os comprimentos dos ramos podem representar estimativas
do tempo evolutivo. Cada né terminal, ou folha, em uma &arvore filogenética é
chamado de “unidade taxonomica”, representando os objetos. Os nds internos
geralmente sao chamados de “unidades taxonomicas hipotéticas” e representam os
supostos ancestrais. As arvores filogenéticas sao confeccionadas a partir de uma
matriz contendo os dados disponiveis (morfol6gicos, quimicos ou genéticos) sobre os
objetos estudados. Estes dados sao comparados, e os objetos agrupados de acordo
com as semelhancas e diferengas entre si. Existem varios softwares disponiveis para a
construcao destas drvores. Dentre eles podemos citar o RAxML [78], PHYLIP [29] e
MEGA [42]. Neste trabalho foi utilizado o RAxML para a construgao e o NJplot [60]

como software de visualizacao da arvore filogenética.

A construcao de arvores filogenéticas auxilia na explicacao dos possiveis relaciona-
mentos entre as espécies atuais e na deducao das historias evolutivas delas. Técnicas
filogenéticas sao usadas para construir as arvores as quais sao usadas para compre-
ender a origem e diferenciacao de macromoléculas em grandes grupos, auxiliando
na resolucao de problemas praticos, tais como o controle e combate de parasitas

responsaveis por doencas.

Em geral, o conhecimento biolégico pode ser expresso usando o enfoque filogenético,
de modo que a geracao de arvores filogenéticas contribui imensamente para inferir

a histéria evolutiva das espécies [61].

Neste trabalho, a filogenia de espécies serd construida utilizando como fonte de
informacgoes o conjunto de proteinas preditas dos organismos de interesse. A fi-
logenia é baseada em caracteristicas, onde cada aminoacido representa uma carac-
teristica. Uma descricao detalhada desse método de filogenia pode ser encontrada na
Secao 4.1. Através do programa MUSCLE [26, 25] obtemos o alinhamento miiltiplo
das familias de proteinas, detectando regides conservadas e regioes diferentes. O
programa Gblocks [22, 85] faz uma filtragem, selecionando os blocos de alinhamen-
tos multiplos relevantes para inferéncias filogenéticas. Os alinhamentos multiplos
resultantes de cada familia de proteinas sao concatenados e repassados como entrada

para o programa RAXML [78] que realiza a construgao da arvore filogenética.
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Para a reconstrucao de filogenias baseadas em dados moleculares, costuma-se usar a
estimativa da maxima verossimilhanca. Esta estimativa baseia-se na reconstrucao fi-
logenética através da busca por uma arvore que maximize a probabilidade dos dados
observados na matriz. Os algoritmos computacionais empregados nesses métodos
sao desenvolvidos para lidar com o fato de que mutagoes que resultam na substi-
tuicao de nucleotideos e aminoacidos sao comuns, mas que suas frequéncias podem
ser estimadas independentemente por meio de outras informagoes genéticas. Uma

descricao detalhada dessa estatistica pode ser encontrada em [57].

4.1 Meétodos para filogenia

Existem diversos métodos de construcao de filogenias, cada um tratando de forma
especifica as hipoteses sobre o processo de evolugao. Um método filogenético consiste
basicamente na separacao das espécies em grupos, correspondentes a subarvores, que
compartilham propriedades comuns. A formacao destes grupos é possivel em fungao

das transformagoes que ocorrem ao longo do processo evolutivo.

Na construcao de filogenias, podemos utilizar duas categorias de dados: distancias
ou caracteristicas. As medidas de distancias sao estimativas das distancias evolu-
tivas entre espécies. As caracteristicas sao dados relativos ao fendtipo ou mesmo
a presenca/auséncia de certas proteinas. Cada caracteristica pode assumir varios
estados, podendo esses serem discretos ou continuos. Ambas as categorias de dados

podem ser obtidas dos conjuntos de proteinas das espécies.

Filogenia baseada em distancias

A construcao de arvores filogenéticas baseia-se, no caso da filogenia baseada em
distancias, em dados numéricos resultantes de comparacoes entre n objetos. A
entrada ¢ uma matriz quadrada M de ordem n, simétrica, cujo elemento M;; é um

nimero real nao-negativo, chamado de distancia entre os objetos ¢ e j.

Neste trabalho, realizamos comparacoes entre os conjuntos de proteinas de pares de
espécies para obtermos as distancias. Ao compararmos dois conjuntos de proteinas,

estamos interessados em encontrar pares de genes ortélogos, em identificar as regioes
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com conservagao na ordem dos genes, ou em identificar regides especificas de um
conjunto de proteinas em relacao a outro, entre outros. A partir da comparagao
de cada par de espécies, geramos uma matriz de distancias e a utilizamos como
entrada em um algoritmo para construcao de filogenias baseadas em distancias.
As matrizes de distancias podem ser utilizadas para inferir arvores ultramétricas e

arvores aditivas.

Arvores ultramétricas demonstram o tempo evolutivo decorrido de uma espécie para
outra e mostram quais espécies sao mais proximas ou qual espécie surgiu primeiro.
Um no6 interno nessa arvore representa um evento divergente, ou seja, um ponto no

tempo quando as histérias evolutivas de pelo menos duas espécies divergiu.

Dada uma matriz simétrica M para n objetos, uma arvore ultramétrica para M é
uma arvore enraizada, com n folhas, sendo cada folha correspondente a uma linha da
matriz M. Um no interno da arvore é rotulado com uma entrada da matriz M e tem
pelo menos dois filhos. Os rétulos dos nés internos sao estritamente decrescentes ao
longo de qualquer caminho da raiz até uma folha. E para quaisquer duas folhas i e
J na arvore, M;; é o rétulo do ancestral comum mais préximo entre i e j [35]. Os
conceitos apresentados anteriormente, que definem uma arvore ultramétrica, podem

ser visualizados na arvore da Figura 4.1.

B 0 3 8 8
© 0 8 8
D 0 5
E 0

Figura 4.1: Exemplo de uma matriz simétrica M e sua respectiva arvore ul-
tramétrica. Figura transcrita de [9)].

Uma matriz simétrica M de numeros reais define uma distancia ultramétrica se, e

somente se, para quaisquer tres indices ¢, j e k, o maximo entre M;;, M, e Mj;



Filogenia de espécies 33

nao ¢ unico. Quando M define uma distancia ultramétrica, dizemos que M ¢é uma

matriz ultramétrica. O resultado abaixo caracteriza uma arvore ultramétrica.

Teorema 4.1. Uma matriz simétrica M tem uma drvore ultramétrica se, e somente

se, M ¢é uma matriz ultramétrica.

A prova do Teorema 4.1, descrito em [35], nos fornece um algoritmo para construir
uma arvore ultramétrica. Além disso, se M é uma matriz ultramétrica, entao uma
drvore ultramétrica para M pode ser construida em tempo O(n?), sendo n o ntimero

de objetos.

Nem sempre é possivel construir uma arvore ultramétrica. Isso acontece porque os
dados reais nao sao ultramétricos e mesmo quando sao, nao necessariamente refletem

verdadeiramente o tempo decorrido desde a divergéncia [35].

J& que nao podemos construir arvores ultramétricas sempre, podemos tentar inferir
arvores aditivas, que nao indicam relagoes de ancestralidade ou direcao de evolugao
das espécies, mas mostram a proximidade evolutiva entre elas. Com isso, essas
arvores fornecem menos informagoes que uma arvore ultramétrica. As matrizes de

distancias utilizadas para inferir arvores aditivas sao chamadas matrizes aditivas.

Seja M uma matriz simétrica com zeros na diagonal principal e nimeros positivos
nas outras posicoes. Seja T' uma arvore com peso nas arestas e com pelo menos n
nos, rotulados pelas linhas de M. T é aditiva para M se, V par (i,j), o caminho de

i até j em T tem peso M (i, j).

No processo de construcao de &arvores filogenéticas, quando trabalhamos com

distancias, o conceito de espago métrico é necessario.

Um espago métrico é um conjunto C' munido de uma métrica d (distancia, neste

caso) tal que, para qualquer i, j, k € C"

1. d(i,7) > 0 para i # j,
2. d(i,j) = 0 para i = j,
3. d(i,j) = d(j,1) para todo i, ] e

4. d(i,7) < d(i, k) + d(k, j) para todo i, j, k (desigualdade triangular)
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Um espago métrico ¢é aditivo se,

5. para quaisquer 4 elementos do conjunto, podemos rotula-los com i, 7, k, [, de
tal modo que d(i,7) + d(k,l) = d(i, k) + d(j,1) > d(i,1) + d(j, k)

Uma matriz M admite uma arvore aditiva T se, e somente se, seus elementos formam
um espaco métrico aditivo. O peso do caminho entre quaisquer dois nés i e j, deve
ser igual a M;;. Se tal arvore T puder ser construida, dizemos que M e T sao

aditivas.

Os conceitos apresentados acima, que definem uma arvore aditiva, podem ser visu-

alizados na matriz e arvore da Figura 4.2.

A B C D
A 0 3 7 9
B 0 6 8
© 0 6
D 0

Figura 4.2: Exemplo de uma matriz simétrica M e sua respectiva arvore aditiva.
Figura transcrita de [74].

Note que, através de uma arvore aditiva nao ha predicao de ancestralidade, pois
a arvore construida nao possui raiz. Com isso, nao conseguimos ver o né que é o
ancestral de todos ou o0 n6 que vem antes de outro né. Um algoritmo para construgao
de 4rvores aditivas cujo tempo de execucao ¢ O(n?), sendo n o ntimero de objetos,

pode ser visto em [74].

O objetivo é construir filogenias cuja distancia observada na arvore entre duas
espécies seja exatamente igual a distancia armazenada numa matriz de distancias
entre os pares de genomas. Nem sempre isto é possivel, pois em geral as distancias
nao possuem determinadas propriedades, apresentadas anteriormente. Com isso,
heuristicas sdo necessérias para o problema e existem varias na literatura [74, 69, 75].
Essas heuristicas nao serao aqui descritas, uma vez que fogem do escopo do nosso
trabalho.
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Filogenia baseada em caracteristicas

As filogenias sao construidas com base nas comparacoes entre as espécies. Quando
os objetos sao espécies, podemos construir filogenias baseadas em caracteristicas que
podem ser, por exemplo: a forma do bico, nimero de dedos na pata, presenca ou
auséncia de certas proteinas, habitos alimentares, ciclo de vida. Cada caracteristica
pode ou nao ter um numero finito de estados. Essas caracteristicas podem ser
agrupadas em uma matriz, de modo que cada linha da matriz representa um objeto
e cada coluna representa uma caracteristica. Chamamos esta matriz de matriz de
estados [74].

Na construcao de filogenias baseadas em caracteristicas, os seguintes aspectos sao

considerados:

e as caracteristicas podem ser herdadas independentemente umas das outras;

e todos os estados de uma caracteristica devem evoluir de um estado original do

ancestral comum mais préximo dos objetos em estudo;
e 0s nos internos da arvore representam espécies ancestrais hipotéticas;

e a distancia entre um né interno e uma folha pode ser interpretada como uma
estimativa do tempo que um né (né interno) levou para evoluir para outro né

(no caso, a folha).

Podemos entao definir uma matriz de estados como sendo uma matriz M com n
linhas (objetos) e m colunas (caracteristicas), onde M;; denota o estado que o objeto

¢ tem para a caracteristica j.

Tabela 4.1: Exemplo de matriz de estados.

Objeto/Caracteristica | ¢; ¢y ¢3 ¢4 ¢
A 1 1. 0 0 0
B 0 0 1 0 1
C 1 1 0 0 1
D O 1 1 1 0
E 1 1 0 0 1
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A construcao de uma filogenia a partir de uma matriz de estados depara-se com

algumas dificuldades, descritas a seguir:

e Convergéncia ou evolugao paralela - Os métodos para reconstrucao da arvore
filogenética baseiam-se no fato de que objetos que compartilham o mesmo
estado para uma dada caracteristica sao geneticamente mais relacionados que
aqueles que nao compartilham. FEntretanto, existe a possibilidade que dois
objetos compartilhem um estado mas nao sejam geneticamente préximos. Tal

fenomeno é chamado de convergeéncia ou evolugao paralela.

e Reversao de estados - Tal dificuldade diz respeito a relagao entre os estados
de cada caracteristica. Considerando a matriz apresentada na Tabela 4.1, por
exemplo, suponha que A e B evoluiram de um objeto ancestral X. Que estado
deveriamos atribuir a X em relacao a caracteristica ¢;? Podemos observar pela
matriz que ¢; = 1 para A e ¢; = 0 para B. Se fizermos ¢; = 1 para X, e algum
ancestral de X possuir o estado 0 para c;, entao o objeto B apresenta uma

reversao de estados para a caracteristica c¢;.

Para evitarmos eventos de convergéncia e reversao de estados, o projeto de uma
arvore T' deve possuir a seguinte propriedade: o conjunto de todos os nés (objetos)
que possuem o mesmo estado para uma determinada caracteristica deve formar uma

subéarvore de T'. Uma filogenia com esta propriedade é uma filogenia perfeita.

O problema central de reconstrucao da filogenia baseado em matrizes de estados é
conhecido como problema da filogenia perfeita. O problema consiste em dados um
conjunto O com n objetos, um conjunto C' de m caracteristicas, cada caracteristica

tendo no maximo r estados, determinar se existe uma filogenia perfeita para O.

Sendo Oy o conjunto de objetos com 1 na coluna k de M, segue o Teorema 4.2.

Teorema 4.2. M tem uma filogenia perfeita se, e somente se, Vcolunas i, j, ou O;

ou O; sao disjuntas ou uma contém a outra.

Observe na Figura 4.3 uma matriz de estados e sua respectiva arvore filogenética de

caracteristicas.
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Figura 4.3: Exemplo de matriz de estados e sua respectiva arvore filogenética de
caracteristicas. Figura transcrita de [74].

Sempre que um conjunto de objetos definidos por uma matriz de estados admite

uma filogenia perfeita dizemos que as caracteristicas sao compativeis.

Mais uma vez, nem sempre uma matriz de estados admite uma filogenia perfeita.
Entao heuristicas sdo necessérias para o problema e existem vérias na literatura [74].
Essas heuristicas nao serao aqui descritas, uma vez que fogem ao escopo do nosso
trabalho.

4.2 Filogenia e alinhamento miltiplo

Normalmente o alinhamento multiplo de sequéncias de nucleotideos/aminoécidos é
feito com o objetivo de descobrir similaridades biolégicas (estruturais/funcionais)
entre as proteinas. Se a similaridade entre sequéncias for baixa, alinhamentos duas-
a-duas podem impedir a sua identificacdo. A comparacao simultanea de muitas
sequéncias encontra frequentemente similaridades que nao sao detectadas nos ali-

nhamentos duas-a-duas [61].

Os problemas de construcao de um alinhamento multiplo de sequéncias e o de
determinar uma arvore filogenética para essas sequéncias sao ligados de maneira

fundamental.

O alinhamento multiplo de sequéncias de nucleotideos ou de aminoacidos permite
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detectar regioes conservadas e regioes diferentes, determinar as sequéncias que
sao homologas e descobrir a funcao de uma determinada sequéncia desconhecida.
Através das informagoes obtidas pelo alinhamento de sequéncias é possivel a cons-

trucao de arvore filogenética.

A maior parte dos métodos de alinhamento multiplo realiza os alinhamentos dois-
a-dois entre todos os pares de sequéncias. A partir desses alinhamentos pairwise,
gera-se entao uma matriz que fornece uma pontuagao a cada par de sequéncias. Apés
isso, ordenam-se os alinhamentos de acordo com a pontuacgao obtida e, em seguida,
comegca por alinhar as duas sequéncias com uma pontuacao mais elevada. Prossegue-
se o alinhamento com as sequéncias restantes. Essa abordagem para a construcao

de alinhamento multiplo é conhecida como alinhamento progressivo [33].

Para criar uma arvore a partir de uma matriz, escolhem-se primeiro as duas espécies
mais estreitamente relacionadas. Um noé para representar seu ancestral comum é
inserido no conjunto. Em seguida, substituem-se as duas espécies selecionadas por
esse novo elemento, e substitui-se as distancias do par para os outros pela média das
distancias das duas espécies selecionadas para os outros. Agora temos um conjunto
de diferencas entre pares, e nao entre espécies individuais, mas entre os conjuntos
de espécies (tendo, cada uma das espécies individuais restantes como um conjunto
contendo apenas um elemento). Esse processo é repetido até que se tenham apenas

dois elementos no conjunto, que sao finalmente ligados por uma aresta [46].

Este método de construgao da érvore é chamado UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean). A modificagdo do método de UPGMA por [69],
chamado Neighbor-Joining, foi criado para corrigir taxas desiguais de evolugao em

diferentes ramos da arvore.

MUSCLE

Neste trabalho, o alinhamento multiplo é obtido utilizando o programa MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) [26, 25], que é um software
para alinhamento multiplo de sequéncias de nucleotideos ou de aminoacidos. Neste
trabalho utilizamos sequéncias de proteinas. O alinhamento multiplo consiste na
comparacao de trés ou mais sequéncias de proteinas ou de acidos nucleicos, que se

alinham parcial ou completamente [61].
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Um vez encontradas as familias proteicas provenientes de genes ortélogos, estas
devem ser submetidas a um método de comparagao que encontre as regioes que sao de
fato conservadas entre as sequéncias pertencentes a uma determinada familia. Tais
regides conservadas podem ser associadas a estrutura/funcdo similares, evidéncia
esta que permite inferir relagoes evolutivas entre os organismos que possuem tais
proteinas [61, 66].

Neste projeto, para encontrar tais regides conservadas para cada uma das familias foi
utilizado o MUSCLE na geracao do alinhamento multiplo. Os alinhamentos resul-
tantes serao a base para a construgao de uma arvore filogenética para os organismos

analisados.

O MUSCLE é frequentemente utilizado como um substituto para o CLUSTALW [89],
uma vez que normalmente produz melhores alinhamentos de sequéncias e, além disso,
executa alinhamentos multiplos de um grande niimero de sequéncias de modo mais

eficiente [26]. A execucdo do MUSCLE pode ser descrita em trés passos.

No primeiro passo, o MUSCLE néo realiza alinhamentos globais (comparagao das
sequéncias em todo o seu comprimento) como o CLUSTALW, pois alinhamentos
globais para todos os pares nao redundantes de um conjunto grande de sequeéncias,
tornaria o tempo de execucao do algoritmo muito maior. A fim de diminuir o
tempo de execucao, o MUSCLE conta o nimero de subsequéncias comuns a cada
par de sequéncias sem construir um alinhamento. A partir dos resultados da com-
paragao das sequéncias, o MUSCLE, assim como os demais programas de alinha-
mento multiplo, forma uma matriz de distancia, a qual por sua vez é utilizada para
construir uma arvore guia [26, 61]. Tal arvore caracteriza-se por sua topologia (or-
dem de ramificagdo) e comprimento dos ramos (proporcionais a similaridade das
sequéncias), de modo que possua sequéncias cada vez mais distantes a medida que
se caminha nas folhas (nds externos que correspondem as sequéncias) em dire¢ao
a raiz [61]. A topologia da arvore guia determina a ordem com que as sequéncias
serao adicionadas ao alinhamento multiplo no préximo passo. Ressalta-se que esta

arvore guia nao possui nenhum significado filogenético.

No segundo passo, o MUSCLE realiza alinhamento multiplo progressivo. No método
progressivo, para cada né da arvore guia, um alinhamento pairwise (entre duas
sequéncias) global é realizado, progredindo das folhas em diregao a raiz [26]. O

primeiro alinhamento é feito entre duas sequéncias mais similares, e os préximos
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alinhamentos podem ser de 3 tipos: sequéncia-sequéncia, perfil-sequéncia e perfil-
perfil [26]. Neste contexto, perfil corresponde a um grupo alinhado de sequéncias

conectadas a um né interno (né entre a raiz e as folhas) da arvore [26].

Finalmente, o terceiro passo constitui-se de refinamentos do alinhamento multiplo re-
alizado. Para tanto, sao calculadas as identidades pairwise de cada par de sequéncias,
e uma nova matriz de distancia é formada bem como uma nova arvore guia a partir
desta matriz [26]. A arvore do alinhamento anterior é comparada com a nova, e
as subarvores que estiverem diferentes sao submetidas novamente ao alinhamento
multiplo progressivo [26]. O processo é repetido até que todas as subédrvores sejam
estabilizadas, isto é, permanecam com a mesma topologia, ou até que um nimero
méximo de iteragoes seja atingido [26]. O conjunto de sequéncias que formam a
arvore anterior modificada é entao dividido em dois (eliminando os nés a partir das
folhas até chegar na metade da drvore) e cada um destes subconjuntos da origem
a um perfil, baseado no alinhamento multiplo atual. Estes dois perfis sao entao
realinhados um com o outro usando a comparacao pairwise. Um score é calculado,
que é uma medida da qualidade do alinhamento [26]. Caso o score objetivo do atual
alinhamento seja mais elevado, este é mantido, senao este alinhamento multiplo é

descartado e mantém-se o alinhamento anterior.

Gblocks

A anadlise filogenética exige, como um primeiro passo, o alinhamento de sequéncias
de nucleotideos ou de aminoacidos de tal maneira que elas sejam homologas em
cada posicao. No entanto, nem todas as posi¢oes do alinhamento de sequéncias
homélogas sao tteis para a inferéncia filogenética porque, para fazer uma arvore
filogenética confiavel, as sequéncias nao devem ser nem tao similares, ja que estas sao
desprovidas de informacao filogenética, e nem tao divergentes, ja que muitas posicoes
sao saturadas por varias substituicoes. Uma vez que nem todas as regioes de um gene
evoluem na mesma propor¢ao, uma situagao muito comum ocorre quando algumas
partes de um alinhamento sao bem conservadas e, por conseguinte, adequado para a
analise filogenética, ao passo que outras sao muito divergentes e repletas de gaps, de
tal modo que a homologia posicional ndao pode ser precisamente determinada (afinal

substituigoes miltiplas encobrem a informacao filogenética destas regices) [22, 85].
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Em tais casos, é recomendado que as regioes divergentes sejam removidas antes da
construgao da arvore filogenética. O programa Gblocks [22, 85] recebe como entrada
o alinhamento multiplo e faz uma filtragem, selecionando os blocos de alinhamentos
multiplos relevantes para inferéncias filogenéticas. A Figura 4.4 mostra a saida do
programa para uma familia de 13 proteinas de genomas do género Mycobacterium.
O método define um conjunto de blocos conservados a partir de um alinhamento
multiplo através da eliminacao de todas as regides divergentes e mal alinhadas

seguindo 6 passos.
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Gblocks 0.91b Results
Number of sequences: 13
Alignment assumed to be: Protein
New number of positions: 134 (selected positions are underlined in blue)
10 20 30 40 50 60
1184646056 = ---——- MKRLWIPLVIVAVVVAGGLTVSRLHGIFGSEKRPSYADTRQQDTKPFNPKHVKY
41407339  —-----] MKRLWIPLVIVAVVVAGGLTVSRLHGIFGSEKRPSYADTRQQDTKPFNPKHVKY
99915328 —----———- MWIPLLVLVVLGAGAFTVLRLHRVFGSETRPAYADTELEERKPYDPKQLVY
118473924  ———--- MRRLWIPLLVIAVVAVGGFTVSRLHNVFGAEKRPSYADTKAADSKPFDPKRLTY
183980130 MTALKILGKLWIPLVIVTVVGVTAFSVSRVHGFFGSQKPELYTDGSSDDATPFNPKQLTY
121636365 —-----MLMRTWIPLVILVVVIVGGFTVHRIRGFFGSENRPSYSDTNLENSKPFNPKHLTY
148660216 —-MLMRTWIPLVILVVVIVGGFTVHRIRGFFGSENRPSYSDTNLENSKPFNPKHLTY
156075692 -----] MLMRTWIPLVILVVVIVGGFTVHRIRGFFGSENRPSYSDTNLENSKPFNPKHLTY
224988837  ----- MLMRTWIPLVILVVVIVGGFTVHRIRGFFGSENRPSYSDTNLENSKPFNPKHLTY
31791629 ----- MLMRTWIPLVILVVVIVGGFTVHRIRGFFGSENRPSYSDTNLENSKPFNPKHLTY
339630519 —-MLMRTWIPLVILVVVIVGGFTVHRIRGFFGSENRPSYSDTNLENSKPFNPKHLTY
378770199 ~MLMRTWIPLVILVVVIVGGFTVHRIRGFFGSENRPSYSDTNLENSKPFNPKHLTY
183980796 —--MLSRTWIVLVIVAVIIVGGFSVHRIRGFFASEKRESYSDSNLDN-KPFNPKEITY
70 80 90 100 110 120
118464605 EVFGPAGAMADISYFDANGEPQHINGVELPWTFDISTTLPSIVGNVVAQGNSDSLGCRIL
41407339 EVFGPAGAMADISYFDANGEPQHINGVELPWTFDISTTLPSIVGNVVAQGNSDSLGCRIL
99915328 EVFGPPGTVANISYFDVDAEPQFVEGASLPWSLKFPMSEATSMVNVIAQGDSNRIGCRIT
118473924 EVFGPPGTLADISYFDEDSNPQFVEKVSLPWSLHFDIGKTTAVGSIMAQGDSDTIGCRII
183980130 EIFGPAGTVADIDYFDVNAQPRRVDGAHLPWSLEIKSTSASLTGNIVAQGDSNRLGCRII
121636365 EIFGPPGTVADISYFDVNSEPQRVDGAVLPWSLHITTNDAAVMGNIVAQGNSDSIGCRIT
148660216 EIFGPPGTVADISYFDVNSEPQRVDGAVLPWSLHITTNDAAVMGNIVAQGNSDSIGCRIT
15607592 EIFGPPGTVADISYFDVNSEPQRVDGAVLPWSLHITTNDAAVMGNIVAQGNSDSIGCRIT
224988837 EIFGPPGTVADISYFDVNSEPQRVDGAVLPWSLHITTNDAAVMGNIVAQGNSDSIGCRIT
31791629 EIFGPPGTVADISYFDVNSEPQRVDGAVLPWSLHITTNDAAVMGNIVAQGNSDSIGCRIT
339630519 EIFGPPGTVADISYFDVNSEPQRVDGAVLPWSLHITTNDAAVMGNIVAQGNSDSIGCRIT
378770199 EIFGPPGTVADISYFDVNSEPQRVDGAVLPWSLHITTNDAAVMGNIVAQGNSDSIGCRIT
183980796 EVFGPPGTVADISYFDVNSDPQQVEGAVLPWTLHFTTNLAAVMGNLVAQGNTNSIGCRIT
130 140
118464605 VDGVVKTERISHELNAFTYCVLTAT
41407339 VDGVVKTERISHELNAFTYCVLTAT
99915328 IDDKVKSERVENGESAFTYCLLKAA
118473924 VDDEVKAEKVSNQTNAFTSCLLKAA
183980130 VDGVIKAERISQEVNAYTFCIVKSA
121636365 VDGKVRAERVSNEVNAYTYCLVKSA
148660216 VDGKVRAERVSNEVNAYTYCLVKSA
15607592 VDGKVRAERVSNEVNAYTYCLVKSA
224988837 VDGKVRAERVSNEVNAYTYCLVKSA
31791629 VDGKVRAERVSNEVNAYTYCLVKSA
339630519 VDGKVRAERVSNEVNAYTYCLVKSA
378770199 VDGKVRAERVSNEVNAYTYCLVKSA
183980796 VDGKVKAERVSNEVNAYTYCLVKSA
Parameters used
Minimum Number Of Sequences For A Conserved Position: 7
Minimum Number Of Sequences For A Flanking Position: 11
Maximum Number 0f Contiguous Nonconserved Positions: 8
Minimum Length 0f A Block: 10
Allowed Gap Positions: None
Use Similarity Matrices: Yes
Flank positions of the 2 selected block(s)
Flanks: [11 49] [51 145]
New number of positions: 134 (92% of the original 145 positions)

Figura 4.4: Saida do Gblocks para a familia de 13 proteinas, de Mycobacterium. As
colunas marcadas com '#’ sao as mantidas para a construcao da filogenia.
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No primeiro passo, o grau de conservacao de todas as posicoes de um alinha-
mento multiplo é avaliado e classificado em nao conservado (menos de 50% + 1
das sequéncias possuem aminodcidos idénticos ou possuem um gap), conservado
(mais de 50% + 1 e menos de 85% das sequéncias possuem aminodcidos idénticos) e
altamente conservado (85% ou mais das sequéncias possuem aminodcidos idénticos).
No segundo passo, todos os trechos de posicoes nao conservadas contiguas maiores
que oito aminoacidos sao descartados. Nesses trechos, os alinhamentos sao nor-
malmente ambiguos e vérias substituigoes escondidas os tornam inadequados para
uma analise filogenética. No terceiro passo, as extremidades dos blocos restantes
do alinhamento sao examinadas, e posicoes destas extremidades sao removidas até
que nas extremidades restem apenas posicoes altamente conservadas, o que permite
que as extremidades de tais blocos possam ser alinhadas com alta confianga [22].
No quarto passo, apenas blocos de alinhamento com tamanho maior ou igual a 15
posicoes sao mantidos, a fim de evitar pequenas regides nas quais a qualidade do
alinhamento é dificil de avaliar. No quinto passo, posi¢des com gaps e posi¢oes nao
conservadas adjacentes aos gaps sao removidas até que se alcance posi¢oes conser-
vadas, pois regioes adjacentes a gaps dificultam o alinhamento. No ultimo passo,

apenas blocos com tamanho maior ou igual a 10 posi¢oes sao mantidos [22].

RAxML

A partir do alinhamento resultante da eliminacao das colunas nao desejadas, pode-
se entao usar um programa qualquer de construcao de filogenia. Neste trabalho,

usamos o programa RAXxML (Randomized Azxelerated Mazimum Likelihood) [78].

As sequencias dos alinhamentos multiplos resultantes do Gblocks sao concatenadas
em um Unico alinhamento a fim de executar a posterior analise filogenética de um
conjunto maior de dados. Esse alinhamento tinico é obtido por meio da “ligacao” de
uma sequéncia ao final de outra. Tais sequéncias concatenadas constituem a entrada
para o programa RAxML. O RAxML constréi arvores filogenéticas baseando-se no

principio de méaxima verossimilhanca.

Em uma arvore filogenética, as folhas correspondem as unidades taxonoémicas opera-
cionais (OTU), que neste caso sao as espécies e os nds internos representam ancestrais

hipotéticos das OTUs. A topologia da arvore mostra as relagoes entre as espécies
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em termos de ancestralidade [46, 61].

As arvores construidas para cada complexo bacteriano nao possuem raiz, porém, a
presenca de um grupo externo proporciona certa compreensao a respeito do estado
de caracteristicas do ancestral comum mais recente, afinal qualquer estado de carac-
teristicas observado no grupo externo e no grupo de estudo é considerado um estado

ancestral.

A arvore filogenética a ser construida pelo RAxML é obtida a partir da concatenagao
das sequéncias dos alinhamentos multiplos das familias de proteina contendo exa-
tamente um gene de cada genoma ingroup e no maximo um gene dos genomas
outgroup. Como dito antes, a ideia contida nesta abordagem é nao permitir que

genes paralogos atrapalhem a construcao da arvore.

Com relagao ao método de maxima verossimilhanca, este atribui probabilidades de
eventos mutacionais para cada aminoacido. A partir dessas matrizes de probabili-
dades, sao construidas varias arvores e para cada topologia de arvore possivel, as
taxas de substituicao de aminoacidos assumidas sofrem variacoes para encontrar os
parametros que fornecam a maior probabilidade de gerar as sequéncias observadas.
A arvore otima é aquela que apresenta a maior probabilidade de gerar os dados
observados [46].

Considerando o niimero de sequéncias a serem analisadas e a necessidade de diminuir
o tempo de execucao, o RAXxML utiliza-se de heuristicas para reduzir o espaco
de topologias potenciais de arvores a serem avaliadas, o que reduz o numero de
topologias avaliadas e, portanto, diminui o nimero de invocacoes da funcao de
maxima verossimilhanca, a qual normalmente exige um longo tempo de execugao.
Além disso, o RAXML restringe o nimero de posicoes consideradas no calculo de
probabilidade de mudanca de posigoes (aminoécidos) e de outros parametros, e dessa
maneira, minimiza o nimero de calculos realizados para cada noé interno durante a

avaliacao das arvores [79].

No que diz respeito a andlise estatistica da arvore 6tima gerada pelo RAXML, este
permite utilizar o teste bootstrapping. A analise bootstrapping nao avalia a acuracia
da arvore, mas descreve a robustez da topologia da arvore. O que o bootstrapping
testa é se rearranjos aleatérios do conjunto original de dados permitem chegar na

mesma topologia. Os rearranjos sao na verdade amostras aleatérias de colunas do
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alinhamento multiplo com muitas posicoes repetidas a fim de produzir uma amostra
com mesmo tamanho que o conjunto original de dados. O resultado do bootstrapping
é a frequéncia com que cada clado (ancestral comum mais recente e todos os seus
descendentes) é observado na arvore original. Logo, quanto maior a porcentagem

de topologias iguais, mais robusta é a hipGtese que confirma a arvore [61, 46].

Ao final, o RAXxML devolve como resultado a arvore, em um formato conhecido

como Newick, o qual é lido por um programa chamado NJplot descrito a seguir.

NJplot

O NJplot [60] é um programa capaz de desenhar qualquer arvore filogenética expressa
no formato Newick. A arvore no formato Newick é lida pelo programa NJplot a fim
de desenhar a arvore de correlagcao entre as espécies em estudo. O NJplot gera o

grafico da arvore conforme vistos em figuras mostradas no préximo capitulo.

4.3 Filogenia de espécies e concatenacao de ali-

nhamentos

Como serd visto em detalhes na Secao 5.1, a arvore produzida como subproduto de
nosso pipeline é construida a partir de um alinhamento multiplo resultante da con-
catenacao de alinhamentos. Cada alinhamento representa uma familia de proteinas
contendo genes ortologos e de copia unica dos genomas comparados. A construcgao
de arvores filogenéticas desse tipo, também conhecidas na literatura como genome
tree ou whole-genome tree, ja sao amplamente conhecidas na literatura, contras-
tando com arvores de espécies baseadas em genes especificos, na maioria das vezes

em genes de RNA ribossomal, como 16s TRNA.

Arvores baseadas em genes 16s TRNA sao ainda muito utilizadas porque esses genes
possuem uma boa combinacao de propriedades: estao presentes em praticamente
todas as bactérias, possuem variabilidade compativel com o que se espera na dife-
renciacao de espécies, sao facilmente amplificados em laboratério e raramente sao

transferidos lateralmente. Entretanto, essas arvores apresentam falhas quando os
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organismos separados sao muito proximos evolutivamente, como é o caso de cepas
de mesma espécie [43]. Assim, com a facilidade na obtengao de genomas completos,
ou incompletos mas com anotagao suficientemente determinada, o uso de arvores

baseadas em colegoes de genes ficou mais frequente.

Martin Wu e colegas [100, 101] desenvolveram uma ferramenta denominada
AMPHORA (AutoMated PHylogenOmic inferRence). Essa ferramenta, desenvol-
vida primordialmente para dados de metagenomica, escolhe genes de cada genoma
que exercem funcionalidades importantes e pré-definidas, como genes housekeeping.
Além disso, fazem filtragens adicionais aos alinhamentos antes da construcao da
arvore. O mesmo é feito em [43]. Genes housekeeping sdo descritos com mais deta-

lhes na Secao 6.1.

No trabalho apresentado em [99], os autores propoem uma técnica muito parecida
com a apresentada neste trabalho, incluindo o fato de escolherem familias com
genes ortélogos, mas construindo uma arvore inicial para cada familia e eliminando
aquelas que nao obedecem a alguns critérios. Além disso, uma analise de frequéncia
de aminodcidos é feita em cada alinhamento, antes do alinhamento ser usado na

construcao da arvore final.

Rodriguez [67] e colegas propuseram uma metodologia especifica para o género
Xanthomonas e produziram uma arvore para espécies desse género, usando o pro-
grama AMPHORA. Eles obtiveram a mesma topologia obtida pela aplicacao da

técnica aqui proposta e apresentada para genomas do mesmo género em [54].

Vale ressaltar novamente que a arvore aqui proposta é apenas um subproduto do
nosso pipeline, uma vez que resulta de uma busca especifica feita no Orthologsorter.
Dessa forma, ela apresenta apenas critérios basicos de filtragem pelo uso do Gblocks,
bem menos sofisticados dos que aqueles apresentados nas publicagoes descritas nos
pardgrafos acima. No entanto, mesmo fazendo uso apenas desses critérios, essa
técnica possibilita a determinacao de uma arvore com alto grau de confianca, como
pode ser visto nos testes de bootstrap apresentados nos diversos projetos onde a

técnica foi usada [4, 54, 63, 19, 73, 76, 96].



Capitulo 5

Orthologsorter

Neste capitulo descrevemos o pipeline proposto neste trabalho, que gera uma fer-
ramenta de busca via web de familias de interesse, denominado Orthologsorter. Na
Secao 5.1 sao descritas as ferramentas computacionais utilizadas no pipeline. Na
Secao 5.2, descrevemos o Orthologsorter de forma geral. Na Secao 5.3, tendo como
guia os trés passos a seguir, o pipeline é descrito detalhadamente. Finalmente, abor-

damos alguns aspectos acerca da implementagao do Orthologsorter na Secao 5.4.

5.1 Ferramentas computacionais utilizadas

A Figura 5.1 mostra a sequéncia em que as ferramentas computacionais sao utili-
zadas. Ao final, o objetivo é criar uma ferramenta de busca via web de familias
de proteinas de interesse e, através de uma busca especifica, construir uma arvore
filogenética que mostra as espécies estudadas e seus relacionamentos. Essa arvore é
obtida a partir de um alinhamento multiplo de sequéncias de proteinas dos genomas

comparados. Mais detalhes sobre a arvore serao vistos ao final deste capitulo.

47
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Ghlocks

— OrthoMCL \O\rthologsoner MUSCLE
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' RAXML — NJplot —» @Vore
L 2B A o
Figura 5.1: Pipeline para a construcao da arvore filogenética.

O pipeline tem como entrada os arquivos no formato fasta contendo os genes ano-
tados das espécies analisadas e um arquivo texto, com formato previamente estabe-
lecido, contendo uma lista com os nomes das espécies comparadas e a identificagao
dos organismos externos ao grupo. Organismos externos ao grupo sao necessarios

em qualquer andlise filogenética e serao aqui denominados outgroup.

Uma das saidas do pipeline é uma ferramenta de busca via web, denominada Ortho-
logsorter, composta por varios scripts cuja execugao permite realizar buscas no con-
junto de familias obtidas a partir dos resultados do método de clusterizagao de
sequéncias do OrthoMCL a fim de explicar os relacionamentos entre as espécies

analisadas.

Também obtemos como saida do pipeline uma arvore filogenética que contribui para
a inferéncia da historia evolutiva. Dentro dessa abordagem, o pipeline possui trés

grandes fases:

e Passo 1: agrupamento de proteinas de acordo com os resultados da com-
paracdo das sequéncias proteicas (contendo pontuagoes de similaridades de

sequéncia) produzidos pelo Blastp (comparagao do tipo “todos-contra-todos”);
e Passo 2: criacao e insercao de dados no SGBD MySQL; e

e Passo 3: construcao de uma ferramenta de busca via web de familias de
interesse, além de execucao de buscas especificas para a construgao e disponi-

bilizagao da arvore filogenética dos genomas comparados.
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5.2 Visao geral do Orthologsorter

O Orthologsorter é uma ferramenta web composta por varios scripts que permite
realizar buscas no conjunto de familias obtidas pelo OrthoMCL a fim de obter

informacoes funcionais e evolutivas dos organismos analisados.

Para implementacao das buscas utilizou-se a linguagem de programacao Perl e
a interface foi construida através da linguagem de formatacao HTML. As buscas

realizadas podem obter:

e familias contendo pelo menos uma sequéncia de cada organismo incluido na

analise;
e familias contendo nenhuma sequéncia de determinados organismos;

e familias contendo exatamente uma sequéncia de cada organismo incluido na
analise;
e familias com nimeros de proteinas de cada genoma especificados pelo usuario;

ou ainda

e todas as familias.

O foco do Orthologsorter é fornecer mecanismos para buscas em um conjunto de
familias de proteinas de tal maneira que seja possivel inferir as relacoes filogenéticas
entre espécies proximas, auxiliando na tipagem de bactérias, mas também inferir

funcionalidades a partir de familias de proteinas ortélogas ou paralogas.
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Bacillus cereus FT9 genomics
Show families

with at least one gene  without genes of  with or without genes of  exactly one gene  with specific

of this genome this genome  this genome (doesn't matter)  of this genome limits Min Max
0 0 6 Bacillus anthracis AE016879 | list of singletons
0 0 7 Bacillus cereus ATCC 10987 | list of singletons
0 0 6 Bacillus cytotoxicus NVH 39198 | list of singletons
0 0 5 Bacillus mycoides DSM 2048 | st of singletons
0 0 16 Bacillus pseudomycoides DSM 12442 | list of singletons
0 0 ¢ Bacillus thuringiensis serovar konkukian 97 27 | fist of singletons
0 0 8 Bacillus weihenstephanensis KBAB4 | list of singletons
0 0 o Bacillus pumilus SAFR 032 | fist of singletons
check all check all (se.e ai??;;gis) check all
and keywords example: kinase,protease

Enviar | Redefinir

Figura 5.2: Tela principal do Orthologsorter.

Na Figura 5.2 podemos observar que o aplicativo web esta organizado para facilitar
a navegacao e a realizagao de buscas. Uma descricao detalhada das possiveis buscas

pode ser observada abaixo.

e ‘with at least one gene of this genome’ - permite mostrar familias que tenham
pelo menos um gene do organismo incluido na analise. O campo ‘Min’ é
setado automaticamente com 1 e o campo ‘Max’ é setado automaticamente
com o numero maximo de genes daquele organismo encontrado nas familias

de proteinas.

e ‘without genes of this genome’ - permite mostrar familias que nao contém
nenhum gene do organismo incluido na analise. O campo ‘Min’ e ‘Max’ sao

setados automaticamente com 0.

e ‘with or without genes of this genome (doesn’t matter)’ - permite mostrar
familias contendo ou nao genes do organismo incluido na analise. O campo
‘Min’ é setado automaticamente com 0 e o campo ‘Max’ é setado automati-
camente com o numero maximo de genes daquele organismo encontrado nas

familias de proteinas.
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e ‘exactly one gene of this genome’ - permite mostrar familias contendo exata-
mente 1 gene do organismo incluido na andlise. O campo ‘Min’ e ‘Max’ sao

setados automaticamente com 1.

e ‘with specific limits’ - permite mostrar familias com a quantidade de genes

especificados pelo usuario nos campos ‘Min’ e ‘Max’ do organismo de interesse.

Apoés definir a busca, basta clicar no botao ‘Enviar’ e entao o resultado da busca
é mostrado na tela. Os links, com os nomes dos organismo, ao serem acessados,
mostram o arquivo no formato fasta contendo os genes anotados do respectivo

organismo.

Ao clicar no botao ‘list of singletons’, como mostrado na Figura 5.2, pode-se visua-
lizar uma lista das sequéncias proteicas isoladas de determinado organismo que nao

se agrupam em nenhuma familia de proteina.

Como exemplo de busca, observe a Figura 5.3. As opgoes de busca escolhidas foram
exatamente uma sequéncia proteica de cada organismo, exceto para o organismo ex-
terno ao grupo (Bacillus pumilus SAFR 032). Para o organismo externo escolhemos

as familias contendo no maximo uma sequéncia proteica deste organismo.

Bacillus cereus FT9 genomics
Show families

with at least one gene  without genes of  with or without genes of  exactly one gene  with specific

of this genome this genome  this genome (doesn't matter)  of this genome limits Min - Mex
0 11 Bacillus anthracis AEOIGB79 | list of sing
0 1t Bacillus cereus ATCC 10987 | list of singletons
0 1t Bacillus cytotoxicus NVH 391 98 | list of singletons
0 1 1 Bacillus mycoides DSM 2048 | list of singletons
0 1 1 Bacillus pseudomycoides DSM 12447 | fist of singletons
0 1 1 Bacillus thuringiensis serovar konkukian 97 27 | list of singletons
0 1 1 Bacillus weihenstephanensis KBABA | st of singletons
0 0 1 Bacillus pumilus SAFR 032 | lst of
check all check all (see acl:l?;;l?}is) check all
and keywords |ypothetical example: kinase,protease

Enviar | | Redefinir

Figura 5.3: Orthologsorter - Exemplo de busca
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Além de determinar a quantidade de genes de um organismo que se deseja na busca
por familias de proteinas, é possivel também especificar palavras-chave que deverao
pertencer ao produto de um gene das familias de proteinas encontradas. Observe a

Figura 5.3, onde na busca foi especificada a palavra-chave “hypothetical’.

Result: 978 families

»Family 196 -- Gblocks 205/207 (99%)

30265503 nr  jag protein [Bacillus anthracis str. Ames]

42784681 nr  jag protein [Bacillus cereus ATCC 10987]

152977684 nr  single-stranded nucleic acid binding R3H domain-containing protein [Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]
229014651 nr  hypothetical protein bmyco@8®l 56510 [Bacillus mycoides DSM 2048]

228994204 nr  hypothetical protein bpmyx0861 49270 [Bacillus pseudomycoides DSM 12442]

49480476 nr  jag protein (SpoIllJ-associated protein) [Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27]
163943165 nr  single-stranded nucleic acid binding R3H domain-containing protein [Bacillus weihenstephanensis KBAB4]
157694476 nr  SpoIIll-associated protein [Bacillus pumilus SAFR-032]

number of proteins = 8

=Family 283 -- Gblocks 192/224 (85%)

30265496 nr  hypothetical protein BA 5728 [Bacillus anthracis str. Ames]

42784674 nr  conserved hypothetical protein [Bacillus cereus ATCC 10987]

152977677 nr  hypothetical protein Bcer98 4018 [Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]

229014644 nr  hypothetical protein bmyco08®1 50440 [Bacillus mycoides DSM 2048]

228994197 nr  hypothetical protein bpmyx8001 49280 [Bacillus pseudomycoides DSM 12442]

49480473 nr  hypothetical protein BT9727 5159 [Bacillus thuringiensis serovar kenkukian str. 97-27]
163943158 nr  hypothetical protein BcerKBAB4 5271 [Bacillus weihenstephanensis KBAB4]

157694468 nr hypothetical protein BPUM 3726 [Bacillus pumilus SAFR-032]

number of proteins = 8

>Family 205 -- Gblocks 65/68 (95%)

30265494 nr hypothetical protein BA 5725 [Bacillus anthracis str. Ames]

42784672 nr  conserved hypothetical protein [Bacillus cereus ATCC 18987]

152977675 nr  hypothetical protein Bcer98 4816 [Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]

229014642 nr  hypothetical protein bmyco®001 50420 [Bacillus mycoides DSM 2048]

228994195 nr  hypothetical protein bpmyx8601 49180 [Bacillus pseudomycoides DSM 12442]

49480472 nr  hypothetical protein BT9727 5157 [Bacillus thuringiensis serovar kenkukian str. 97-271
163943156 nr hypothetical protein BcerKBAB4 5269 [Bacillus weihenstephanensis KBAB4]

157694464 nr  hypothetical protein BPUM 3722 [Bacillus pumilus SAFR-032]

number of proteins = 8

»Family 210 -- Gblocks 309/320 (96%)

30265489 nr  hypothetical protein BA 5720 [Bacillus anthracis str. Ames]

42784667 nr  conserved hypothetical protein [Bacillus cereus ATCC 10987]

152977670 nr  hypothetical protein Bcer98 4811 [Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]

229014637 nr  hypothetical protein bmyco®881 50370 [Bacillus mycoides DSM 2048]

228994190 nr  hypothetical protein bpmyx00801 49130 [Bacillus pseudomycoides DSM 12442]

49480817 nr  hypothetical protein BT9727 5152 [Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27]
163943151 nr hypothetical protein BcerKBAB4 5264 [Bacillus weihenstephanensis KBAB4]

157694449 nr  hypothetical protein BPUM 3707 [Bacillus pumilus SAFR-832]

number of proteins = 8

Figura 5.4: Orthologsorter - Resultado da busca

O resultado da execucao do Orthologsorter utilizando os parametros descritos na
Figura 5.3 pode ser observado na Figura 5.4. Primeiramente é mostrado o nimero

de familias encontradas na busca. No exemplo, foram encontradas 978 familias. Em
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seguida, observamos uma lista das familias de proteinas com:

e um /ink ‘Family X’ para o arquivo no formato fasta contendo as sequéncias

proteicas que formam esta familia;

e um link ‘Gblocks’” para o alinhamento das sequéncias proteicas da respectiva
familia gerado pelo MUSCLE e filtrada pelo Gblocks;

e um /ink com o identificador do gene (g7) onde obtemos mais informagoes da

sequéncias proteica disponivel no NCBI;

e um /ink ‘nr’ para o resultado de um Blastp on line do gene contra a base nr
do GenBank; e

o produto do gene.

No Capitulo 6, foi incluida uma série de figuras que propiciarao um melhor enten-

dimento dos recursos disponiveis pelo Orthologsorter.

No presente estudo, o Orthologsorter foi utilizado para buscar, a partir dos resulta-
dos do OrthoMCL, familias contendo exatamente uma sequéncia proteica de cada
organismo incluido na analise e que pode abranger no maximo uma sequéncia pro-
teica para os organismos externos ao grupo. Partindo-se da premissa de que tais
familias sejam constituidas por sequéncias proteicas homdlogas (similares devido a
ancestralidade em comum). No entanto, o termo homologia consiste em um conceito
um tanto geral em filogenias, de modo que o termo ortologia torna-se mais apro-
priado para nomear a relagao filogenética inferida entre tais sequéncias. Sequéncias
ortélogas referem-se a cépias de uma mesma sequéncia ancestral no mesmo locus,

presente em espécies diferentes [66].

Familias contendo mais de uma sequéncia proteica de certa espécie nao poderiam ser
consideradas familias proteicas proveniente de genes ortélogos, pois as sequéncias
de uma mesma espécie incluidas na mesma familia sao consideradas pardlogas.
Sequeéncias paralogas consistem em copias de um mesmo gene, localizadas em loci di-
ferentes, produzidas por duplicacao de uma sequéncia ancestral [66]. Caso o Ortho-
logsorter nao fosse usado para “filtrar” as familias de sequéncias proteicas, seria
possivel que familias provenientes de genes paralogos fossem incluidas para a cons-
trucao das arvores filogenéticas, o que nao é valido para construcao de filogenias,

afinal a inferéncia filogenética molecular baseia-se em genes ort6logos [66].
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Através desta busca especifica, citada acima, é possivel a construcao da arvore
filogenética a fim de que o usuério obtenha informagoes funcionais e evolutivas dos

organismos analisados.

5.3 Fluxograma de utilizacao

Nesta se¢ao descrevemos como o pipeline mostrado na Figura 5.1 de forma detalhada,
em termos de entradas e saidas e todos os passos necessarios. O fluxograma é

ilustrado na Figura 5.5.
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Figura 5.5: Fluxograma representando a execucao do pipeline.
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Agrupamento de proteinas

A entrada deste pipeline é um conjunto de arquivos no formato fasta contendo as
proteinas preditas das espécies de interesse e um arquivo de configuragao, deno-
minado myproject.cfg. O arquivo myproject.cfg, fornecido pelo usuario, ¢ um
arquivo de configuracao do pipeline durante sua execugao. Primeiramente, é descrito
o titulo do projeto. Em seguida, é descrito um genoma por linha. Na primeira coluna
usa-se ‘1’ se o genoma for ingroup ou ‘0’ se for outgroup. Na segunda coluna usa-se
‘1 ’se o genoma pertence ao projeto ou ‘0’ caso contrario (encontra-se disponivel no
NCBI). Na terceira coluna é descrito o nome do genoma separado pelo simbolo _ e,
por fim, informacoes do respectivo genoma, separado por espaco, estao na quarta
coluna. Além disso, o usudrio devera fornecer o dominio onde estao disponiveis os

diretoérios cgi-bin e /var/www.

Os arquivos de entrada do pipeline possuem a extensao *.faa ja que correspondem
aos arquivos no formato fasta de aminoacidos. A concatenacao dos arquivos fasta

gera um unico arquivo chamado all.fasta.

Dados o arquivo all.fasta e o arquivo de configuracao, nossa primeira tarefa é a
de realizar a comparagao das proteinas “todos contra todos”, utilizando Blastp, a

fim de obter as primeiras informagoes sobre genes anotados.

Para executar o programa Blastp é necessario construir o banco de dados utilizando o
seguinte comando makeblastdb -in all.fasta -dbtype prot. Depois de criado
o banco de proteinas podemos executar o programa Blastp e como saida obtemos
o arquivo all.blastp. O préprio pacote, quando instalado, incluird os executaveis

do Blastp localmente, juntamente com os executaveis do pacote.

O arquivo myproject.cfg é aberto e, a partir deste arquivo, obtemos o nome do
genoma. Busca-se no arquivo .faa correspondente o nome do genoma e todos
os identificadores dos genes daquele determinado genoma que sao armazenados no

arquivo de saida all.gg.

Usamos a saida do Blastp, denominada all.blastp, e o arquivo all.gg como en-
trada para o programa OrthoMCL. O OrthoMCL é responsavel por gerar agrupa-
mentos de maneira que cada proteina seja agrupada de acordo com as pontuagoes

de similaridade obtidas pelo Blastp. Como saida do OrthoMCL obtemos o arquivo
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all_orthomcl.out. Este arquivo contém todas as familias de proteinas encontradas.

Apés obtermos estas informacoes, podemos agora executar o script chamado
fill db.pl. Este script recebe como entrada os arquivos no formato fasta con-
tendo as proteinas preditas das espécies de interesse, o arquivo all_orthomcl.out
e o arquivo myproject.cfg. O script £i11_db.pl gera o arquivo fill_ db.sql,

descrito na préxima secao.

O Passo 1, responsavel por todos estas etapas descritas anteriormente, é descrito da

seguinte forma:

Passo 1. Dado o conjunto de arquivos com os genes anotados de varios
genomas e o arquivo de configuragao, execute o script createDatabase.pl,

disponivel no pacote, de acordo com o seguinte comando:

$ perl createDatabase.pl <myproject>

Gerar o banco de dados MySQL

O arquivo £i11 db.sql, gerado no passo anterior, é responsavel por:

criar o banco de dados do respectivo projeto;

e ler o arquivo myproject.cfg e carregar a tabela genome do banco de dados in-
formando o codigo de identificacao, nome e informacgoes adicionais do genoma.

Além disso, informar se o genoma é ingroup e se esta disponivel no NCBI.

e ler os arquivos fasta contendo as proteinas preditas e o myproject.cfg a fim
de carregar a tabela gene do banco de dados informando a identificagao do
gene, a identificacao do genoma ao qual aquele gene pertence, o produto do
gene, a sequéncia proteica do gene e a identificacao da familia ao qual aquele

gene pertence.

e ler os arquivos myproject.cfg e all_orthomcl.out a fim de carregar a tabela
family do banco de dados informando a identificacao da familia e a quantidade

de genes de cada genoma que pertence aquela respectiva familia.
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Este arquivo deverd ser executado pelo usuério root do MySQL a fim de criar e
carregar o banco de dados MySQL utilizado no projeto. O Passo 2 pode ser descrito

Como segue.

Passo 2. Faca login no MySQL, como root, e execute o arquivo

fill_ db.sql de acordo com os comandos abaixo:

$ mysql -u <user> -p
$ source . /projects/<myproject> /temp/MySQL/fill_db.sql
$ exit

Construcao do Orthologsorter e da arvore filogenética

Uma das saidas do pipeline é uma ferramenta web, denominada Orthologsorter, onde
serd possivel realizar diversas buscas que possam explicar os relacionamentos entre

as espécies de interesse.

Outra saida obtida a partir do pipeline é uma arvore filogenética que pode contribuir
para inferéncia da histéria evolutiva das espécies estudadas. Para a construcao da

arvore filogenética executamos o programa MUSCLE em cada familia, Gblocks,

RAxML e por fim o NJplot.

A arvore a ser construida por RAxXML sera feita a partir da concatenacao das
familias contendo exatamente um gene de cada genoma ingroup e no maximo um
gene dos genomas outgroup. Tais familias encontradas sao alinhadas através do
MUSCLE e, em seguida, cada alinhamento ¢ filtrado através do GBlocks. Todos os
alinhamentos sao concatenados e repassados ao RAxML, responséavel por construir
a arvore no formato Newick. O NJplot é um programa capaz de desenhar qualquer
arvore filogenética expressa no formato Newick para o formato padrao de arvore

filogenéticas, como mostrado nas figuras do Capitulo 6.

Finalmente, o Passo 3 é responsavel pela construgao da ferramenta web Ortholog-
sorter e da arvore filogenética das espécies de interesse, e pode ser descrito como

segue.
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Passo 3. Execute o script createOrthologsorter.pl, disponivel no pa-
cote, de acordo com o seguinte comando:

$ perl createOrthologsorter.pl <myproject>

5.4 Implementacao

Nesta segao abordamos alguns aspectos acerca da implementacao do Orthologsorter,

em especial as tabelas e consultas utilizadas na busca das familias de proteinas.

Como pode ser visto na Figura 5.5, o elemento central de todo o pipeline é o
Orthologsorter, sendo esse o mecanismo de busca por familias em um banco de dados
MySQL, familias essas que foram encontradas pelo OrthoMCL. Essas buscas podem
ser feitas pelo usuario por meio da pagina HTML também gerada automaticamente,
enquanto que uma busca em particular é feita durante a execucao do pipeline visando
a construcao da arvore de espécies. Assim, é importante termos um banco de dados

cuja arquitetura favorega essas buscas.

5.4.1 Arquitetura do banco

O Sistema Gerenciador de Banco de Dados escolhido para a criacao e manutengao
da base de dados foi o MySQL. O MySQL é um servidor robusto de bancos de dados

SQL (Structured Query Language), além de ser um software de utilizacao livre.

O banco de dados desenvolvido é composto por 3 tabelas: a tabela genome, a tabela

gene e a tabela family. Descreveremos a seguir essas trés tabelas.

Na tabela genome, sao mantidas as seguintes informacoes:

e genome_id: inteiro que armazena uma identificagdo para o organismo;

e genome name: string que identifica o arquivo que contém o conjunto de

proteinas preditas do organismo;
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e genome_info: string que armazena as informacoes adicionais a respeito do

organismo;

e genome_ingroup: inteiro que armazena se o organismo é ingroup (1) ou out-

group (0);

e genome mygenome: inteiro que armazena se as sequéncias do organismo foram
ja depositadas no NCBI (0) ou néo (1);

Na tabela gene, as informagoes armazenadas sao:

e gene gi: string que armazena o identificador da sequéncia (gi);

e gene_genome: inteiro que armazena o numero de identificacao do genoma ao

qual o gene pertence;
e gene product: string que armazena o produto do gene;
e gene_sequence: SiTing que armazena a sequéncia proteica;

e gene family: inteiro que identifica o nimero da familia ao qual o gene per-

tence;

Na tabela family, sao mantidas as seguintes informagoes:

e family_ id: inteiro que armazena uma identificacao para a familia de proteina;

e family set: string que armazena a quantidade de genes de cada genoma que

pertence a respectiva familia;
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gene

Eenome Campo

Campo 1 o JEME i
genome id gene_genome
gENOME_name gene_product family
genome_info gene_sequence Campo
genome_ingroup gene_family X family id
Jgenome_mygenome family_set

Figura 5.6: Modelagem do banco de dados para o complexo B. cereus com as ligagoes
entre as tabelas.

Na Figura 5.6 sao mostradas as ligagoes entre as trés tabelas. O campo genome_id
na tabela genome corresponde ao campo gene_genome na tabela gene. O campo
gene_family na tabela gene corresponde ao campo family_id na tabela family.
As Figuras 5.7, 5.8 e 5.9 mostram, respectivamente, trechos iniciais das tabelas

genome, gene e family para o complexo B. cereus.

5.4.2 Como funciona uma busca

Os atributos da tabela family permitem uma busca eficiente por familias, uma vez
que o campo family_set é uma string simulando um vetor com o niimero de posigoes
correspondente ao total de genomas. As posigoes sao separadas por virgulas e, em
cada posicao, ¢ armazenada a quantidade de genes de cada genoma que a respectiva
familia possui. Por exemplo, na primeira posi¢ao consta o nimero de genes que o

genoma com genome_id = 1 possui naquela familia.

A Figura 5.9 mostra o trecho inicial da tabela family contendo 6383 familias para
o complexo B. cereus. Considerando a familia de proteina com family_id = 2,
observe que a primeira posicao mostra que a familia contém 2 genes do genoma
com genome_id = 1, denominado Bacillus anthracis AE016879. Em seguida, a se-

gunda posigao mostra que a familia contém 4 genes do genoma com genome_id = 2,
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denominado Bacillus cereus ATCC 10987 e assim por diante.

Observe também, na Figura 5.9, as familias que possuem o campo family_id com
valor negativo representam a quantidade de singletons que o respectivo genoma
possui. Considerando family id = -1 observe que a primeira posi¢ao mostra que
o genoma Bacillus anthracis AE016879 possui 210 singletons. Ja o genoma Bacillus

cereus ATCC 10987 possui 852 singletons, como mostra a family id = -2.

4 T }  genome id genome _name genome info genome_ingroup genome mygenome
7 X 1 Bacillus anthracis AE016879 Bacillus_anthracis AE016879 1 0
7 X 2 Bacillus cereus ATCC 10987 Bacillus_cereus ATCC_10987 1 0
VA 3 Bacillus cytotaxicus NVH 391 93 Bacillus_cytotoxicus_NVH 391 98 1 0
VAl 4 Bacillus mycoides DSM 2048 Bacillus_mycoides DSM 2043 1 0
7 X 5 Bacillus pseudomycoides DSM 12442 Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442 1 0
VA 6 Bacillus thuringiensis serovar konkukian 97 27 Bacillus_thuringiensis_serovar_konkukian_97_27 1 0
7 X 7 Bacillus weihenstephanensis KBAB4 Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4 1 0
7 X 8 Bacilus pumilus SAFR 032 Bacillus_pumilus_SAFR_032 0 0

Figura 5.7: Trecho inicial da tabela genome contendo 8 genomas para o complexo
B. cereus.

+ T y gene_gi gene_genome gene_product gENe sequence gene_family
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Figura 5.8: Trecho inicial da tabela gene contendo 40850 genes para o complexo B.
cereus.

Por meio da pagina HTML o usuario pode realizar buscas por familias em um banco
de dados MySQL. Por exemplo, a busca mostrada na Figura 6.1 procura todas as
familias contendo exatamente um gene de todos os genomas (ingroup), exceto para

o Bacillus pumilus SAFR 032 (outgroup), que deve conter no maximo um gene.
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Figura 5.9: Trecho inicial da tabela family contendo 6383 familias para o com-
plexo B. cereus. As familias que possuem o campo family_id com valor negativo
representam a quantidade de singletons que o respectivo genoma possui.

A busca primeiramente cria dois vetores: um com a quantidade minima de ge-
nes que cada genoma deve conter, denominado ‘MIN’, e outro com a quantidade
maxima de genes que cada genoma deve conter, denominado ‘MAX’. Para cada
familia retornada do banco, é criado um vetor intermediario com a quantidade de
genes de cada genoma que a respectiva familia possui. Na Figura 5.10 sao mostrados
os vetores ‘MIN’, ‘MAX’ e o vetor intermediario construidos para as familias com
family_ id = 2 e family id = 2004. A familia com family_id = 2 serd desconsi-
derada pois as quantidades de genes nao estao dentro dos limites determinados na
busca. Ja a familia com family_id = 2004 é considerada e mostrada nos resultados.
O processo de construir o vetor intermediario, realizar as devidas comparagoes com
o vetor ‘MIN’ e ‘MAX’ e verificar se a familia esta dentro dos limites determinados
pelo usuario na busca ¢ feito para cada familia de proteina do banco de dados. O

resultado é mostrado como na Figura 6.2.
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Figura 5.10: Exemplo de busca com family id = 2 e family id = 2004 para o

complexo B. cereus.



Capitulo 6

Resultados e discussao

Neste capitulo os resultados da utilizacao do Orthologsorter sao mostrados para dois
grupos de genomas. A Se¢ao 6.1 contém varios genomas do grupo Bacillus cereus e
esta descrito uma comparacao da técnica de MLST com o pipeline desenvolvido. A
Secao 6.2 contém genomas do grupo Mycobacterium e esta descrito uma comparagao
das técnica de espoligotipagem e MIRU-VNTR com o pipeline desenvolvido. A

Secao 6.3 traz algumas consideracoes acerca dos tempos de execucao.

6.1 Grupo Bacillus cereus

O grupo Bacillus cereus lato sensu retne espécies de bactérias Gram-positivas pro-
ximamente relacionadas, entre as quais se incluem B.cereus, B. thuringiensis, B.
anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus e B. wethenstephanen-

sis [41, 40].

Algumas das principais caracteristicas comuns ao grupo sao metabolismo anaerébico
facultativo, formagao de endosporos e distribuigao ubiqua [86]. O grupo recebeu uma
atencao especial, uma vez que possui patogenos de insetos como B. thuringiensis e

patégenos humanos como B. cereus e B. anthracis [41].

Existe um ntmero consideravel de pesquisas que exploram diferentes aspectos do

grupo. Entre estes pode-se citar a selegao de cepas que possam ser usadas como con-

65
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trole biolégico de insetos [11], manipulacao de genes codificadores de enterotoxinas
envolvidas em doengas causadas por ingestao de alimentos contaminados [28, 50, 34],
busca por relagoes filogenéticas entre as espécies [102] e investigagao da estrutura

populacional do complexo B. cereus [41].

Diferentes métodos confirmam a alta diversidade genética do grupo B. cereus [21,
36, 90, 94]. Entretanto, tais métodos apresentam limitagoes para a padronizacao
de parametros entre laboratorios e para a comparacao de resultados de colecoes
extensas de cepas [37]. Desse modo, a técnica MLST (Multi Locus Sequence Typing)
mostrou-se como uma eficiente alternativa padronizada de andlise genética de cepas

do grupo B. cereus [37, 91].

O MLST pode ser definido como um sistema de tipagem baseado no sequenciamento
e comparacao de fragmentos de genes housekeeping. O método tem sido padronizado
para véarias espécies bacterianas, e bancos de dados fornecem dados de referéncia de
tipagem [51, 3, 91].

Genes housekeeping (tal como GAPDH, HSP90 e (-actina) referem-se a genes en-
volvidos em fungoes celulares essenciais a vida da célula e continuamente expressos

em todas as células de um organismo [16, 84].

Para realizar uma andlise de MLST, esquemas com diferentes composicoes de ge-
nes housekeeping podem ser utilizados para estudar a estrutura populacional ou a

dinamica epidemiologica de um mesmo grupo de espécies bacterianas.

Existem cinco esquemas MLST desenvolvidos para o grupo B. cereus, totalizando 25
genes housekeeping, disponiveis no banco de dados SuperCAT [91]. O atual banco de
dados contém um total de 1484 isolados e 26 fragmentos dos 25 genes housekeeping.
Embora cada esquema seja capaz de discriminar espécies, foi utilizado um esquema
que corresponde a combinagao de todos os cinco esquemas, para construir, utilizando
as ferramentas online do banco de dados SuperCAT, a arvore baseada em analise
de MLST de genes housekeeping. A Tabela 6.1 apresenta os cinco esquemas e seus

respectivos genes housekeeping.

Os experimentos relativos ao grupo B. cereus foram realizados por meio da analise
de MLST e da abordagem computacional, a partir de sequéncias nucleotidicas e

proteicas, respectivamente. Os resultados destes experimentos podem ser vistos com
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Tabela 6.1: Genes housekeeping de cada esquema do grupo B. cereus.

’ Esquema \ Genes ‘
Tourasse-Helgason | adk, ccpA, glpF, glpT, panC, pta, pycA
Helgason adk, ccpA, ftsA, glpT, pyrE, recF, sucC
Ko gyrB, mbl, mdh, mutS, pycA, rpoB
Priest glpF, gmk, ilvD, pta, purH, pycA, tpi

Candelon-Sorokin | ¢lpC, dinB, gdpD, panC, purF, yhfL

mais detalhes em [55]. Para ambos os métodos, os experimentos foram realizados

utilizando o conjunto de cepas mostrado na Tabela 6.2.

Tabela 6.2: Conjunto de cepas do grupo Bacillus cereus utilizado nos experimentos.

. cereus ATCC 10987

. thuringiensis serovar konkukian 97-27
. anthracis AE016879

. mycoides DSM 2048

. pseudomycoides DSM 12442

. cytotozicus NVH 391/98

. wethenstephanensis KBAB4

| to| to| to| So| S|

Foi incluido o genoma B. pumilus SAFR 032 como outgroup, de modo que este
proporcionasse uma nog¢ao de onde, na arvore, se encontra o principal grupo de

organismos. Todos os genomas foram obtidos do repositério NCBI.

Para a analise de MLST, foi obtida uma arvore filogenética contendo cepas do grupo
B. cereus, a qual consiste em uma subarvore de uma superarvore construida por
meio das ferramentas do banco SuperCAT. A superarvore consiste de uma arvore
filogenética que contém todos os organismos armazenados no banco SuperCAT. Para
obter a subarvore, os cinco esquemas MLST foram usados simultaneamente, e os
resultados de tal analise permitiram que para cada gene fosse construida uma arvore
pelo método de maxima verossimilhanga (cujo conceito foi exposto na segao 4.2). A
subdarvore contendo as cepas selecionadas foi extraida da superarvore e é mostrada

na Figura 6.8.

Os genomas do grupo B. cereus foram comparados um contra o outro por meio da
ferramenta Blastp [6] e agrupados pelo OrthoMCL [47], resultando em 6375 familias

de produtos génicos. O arquivo no formato fasta de cada familia é gerado.

No préximo passo do pipeline, utilizando o Orthologsorter sao selecionadas as
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familias contendo exatamente uma proteina de cada genoma e no maximo uma
proteina do outgroup (Bacillus pumilus SAFR 032) resultando em 2429 familias,

como mostrado nas Figuras 6.1 e 6.2.

Bacillus cereus FT9 genomics

Show families

with at least one gene  without genes of  with or without genes of  exactly one gene  with specific Mi

. ) ) : : o n Max
of this genome this genome  this genome (doesn't matter)  of this genome limits

[t Bacillus anthracis AEO16879 | st of singletons |

[ Bacillus cereus ATCC 10987 | st of singletons |

|1_ Bacillus cytotoxicus NVH 391 98 @

[ Bacillus mycoides DSM 2048 @

[t Bacillus pseudomycoides DSM 12442 st of singletons

|1_ Bacillus thuringjensis serovar konkukian 97 27 @
|1_ Bacillus weihenstephanensis KBAB4 @

[t Bacillus pumilus SAFR 032 | st of singletons |

.

.

0

il i M i A i R

check all check all check .a.l : check all
(see all families)

and keywords | example: kinase,protease

Enviar | | Redefinir

Figura 6.1: Tela principal do Orthologsorter para o grupo B. cereus.
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Result: 2429 families

>Family 194

-- Gblocks 1117123 (98%)

P [Bacillus anthracis str. Ames]
P protein component [Bacillus cereus ATCC 108987]
P [Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]

Ribonuclease P protein component [Bacillus mycoides DSM 2048]
P protein component [Bacillus pseudomycoides DSM 12442]
P [Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27]
P [Bacillus weihenstephanensis KBAB4]
P [Bacillus pumilus SAFR-832]

30265505 nr ribonuclease
42784683 nr ribonuclease
152977686 nr ribonuclease
229014653 nr

228994206 nr Ribonuclease
49481129 nr ribonuclease
163943167 nr ribonuclease
157694478 nr ribonuclease
number of proteins = 8

>Family 195 -- Gblocks 246/263 (93%)

OxaA-like protein [Bacillus anthracis str. Ames]

stage ITT sporulation protein J [Bacillus cereus ATCC 18987]

OxaA-like protein precursor [Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]

Membrane protein oxaA 1 [Bacillus mycoides DSM 2048]

Membrane protein oxaA 1 [Bacillus pseudomycoides DSM 12442]

OxaA-like protein precursor [Bacillus thuringiensis serovar konkukian str.
OxaA-like protein precursor [Bacillus weihenstephanensis KBAB4]

OxaA-like protein precursor [Bacillus pumilus SAFR-032]

97-27]

jag protein [Bacillus anthracis str. Ames]

jag protein [Bacillus cereus ATCC 10987]

single-stranded nucleic acid binding R3H domain-containing protein [Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]
hypothetical protein bmyco@881_58510 [Bacillus mycoides DSM 2048]

hypothetical protein bpmyx8081_49278 [Bacillus pseudomycoides DSM 12442]

jag protein (SpoIIlJ-associated protein) [Bacillus thuringiensis serovar kenkukian str. 97-27]
single-stranded nucleic acid binding R3H domain-containing protein [Bacillus weihenstephanensis KBAB4]
SpoIIlJ-associated protein [Bacillus pumilus SAFR-832]

tRNA modification GTPase TrmE
tRNA modification GTPase TrmE
tRNA modification GTPase TrmE
tRNA modification GTPase mnmE
tRNA modification GTPase mnmE
tRNA modification GTPase TrmE
tRNA modification GTPase TrmE
tRNA modification GTPase TrmE

[Bacillus anthracis str. Ames]

[Bacillus cereus ATCC 10987]

[Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]

[Bacillus mycoides DSM 2848]

[Bacillus pseudomycoides DSM 12442]

[Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27]
[Bacillus weihenstephanensis KBAB4]

[Bacillus pumilus SAFR-032]

30265504 nr
42784682 nr
152977685 nr
229014652 nr
228994205 nr
49481123 or
163943166 nr
157694477 nr
number of proteins = 8
>Family 196 -- Gblocks 285/207 (99%)
30265583 nr
42784681 or
152977684 nr
229014651 nr
228994204 nr
49480476 nr
163943165 nr
157694476 nr
number of proteins = 8
>Family 197 -- Gblocks 458/461 (99%)
30265502 nr
42784680 nr
152977683 nr
229014658 nr
228994203 nr
494808475 nr
163943164 nr
157694475 nr
number of proteins = 8

Figura 6.2: Parte do resultado da

busca por familias contendo exatamente uma

proteina de cada genoma e no maximo uma proteina do outgroup (Bacillus pumilus
SAFR 032) para o grupo B. cereus.

Ao clicar no botao ‘list of singletons’, como mostrado na Figura 6.1, pode-se visua-

lizar as sequéncias do respectivo organismo que nao pertencem a nenhuma familia

de proteina. Um exemplo para o genoma ‘Bacillus cereus ATCC 10987 pode ser

visto na Figura 6.3.
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Singletons from genome Bacillus cereus ATCC 18987.
427790888 nr  hypothetical protein BCE_0607 [Bacillus cereus ATCC 10987]

42779105 nr  hypothetical protein BCE_8624 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779157 nr  hypothetical protein BCE_8876 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779158 nr  hypothetical protein BCE_B®77 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779248 nr  hypothetical protein BCE_0159 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779241 nr  ATP-dependent helicase, DinG family, putative [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779242 nr I5231-related transposase, truncation [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779249 nr  hypothetical protein BCE_08168 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779258 nr  hypothetical protein BCE_8169 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779251 nr  hypothetical protein BCE_0170 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779252 nr  hypothetical protein BCE_8171 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779253 nr  hypothetical protein BCE_8172 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779254 nr  hypothetical protein BCE_0173 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779258 nr  Tn7-like transposition protein D [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779259 nr  Tn7-like transposition protein D [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779268 nr  hypothetical protein BCE_8179 [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779261 nr  hypothetical protein BCE_©180 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779262 nr  hypothetical protein BCE_8181 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779268 nr  hypothetical protein BCE_8187 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779269 nr  hypothetical protein BCE_0188 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779278 nr  hypothetical protein BCE_0189 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779271 nr  hypothetical protein BCE_8198 [Bacillus cereus ATCC 109871
42779312 nr  hypothetical protein BCE_8231 [Bacillus cereus ATCC 108987]
42779325 nr  hypothetical protein BCE_8244 [Bacillus cereus ATCC 109871
42779327 nr  hypothetical protein BCE_8246 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779337 nr  hypothetical protein BCE_08257 [Bacillus cereus ATCC 109871
42779359 nr  conserved hypothetical protein TIGRE8156 [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779371 nr  chaperonin family protein [Bacillus cereus ATCC 18987]

42779373 nr  hypothetical protein BCE_8292 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779377 nr  hypothetical protein BCE_8296 [Bacillus cereus ATCC 108987]
42779381 nr  hypothetical protein BCE_8300 [Bacillus cereus ATCC 109871
42779387 nr glycosyl transferase, group 1 family protein [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779391 nr  hypothetical protein BCE_©8310 [Bacillus cereus ATCC 109871
42779393 nr  hypothetical protein BCE_8312 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779394 nr  hypothetical protein BCE_8313 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779439 nr  lipoprotein, putative [Bacillus cereus ATCC 10987]

42779442 nr  hypothetical protein BCE_0361 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779447 nr  hypothetical protein BCE_8366 [Bacillus cereus ATCC 109871
42779450 nr restriction endonuclease, putative [Bacillus cereus ATCC 108987]
42779451 nr  conserved hypothetical protein [Bacillus cereus ATCC 189871
42779452 nr  conserved hypothetical protein [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779453 nr  hypothetical protein BCE_0372 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779454 nr  hypothetical protein BCE_8373 [Bacillus cereus ATCC 10987]
42779455 nr  rRNA biogenesis protein rrp5, putative [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779456 nr  conserved hypothetical protein [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779457 nr phage-related protein [Bacillus cereus ATCC 10987]

42779458 nr  DNA polymerase I [Bacillus cereus ATCC 10987]

42779461 nr  hypothetical protein BCE_8388 [Bacillus cereus ATCC 108987]
42779462 nr  hypothetical protein BCE_8381 [Bacillus cereus ATCC 109871
42779463 nr phage antirepressor protein, putative [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779464 nr  conserved hypothetical protein [Bacillus cereus ATCC 18987]
42779465 nr virulence-associated protein E [Bacillus cereus ATCC 189871
42779466 nr  phage protein, putative [Bacillus cereus ATCC 10987]

42779467 nr  phage-associated helicase [Bacillus cereus ATCC 189871

42779468 nr  hypothetical protein BCE_8387 [Bacillus cereus ATCC 108987]

Figura 6.3: Parte da lista das sequéncias proteicas que nao pertencem a nenhuma
familia de proteinas para o genoma ‘Bacillus cereus ATCC 10987".

Os alinhamentos, usando MUSCLE [26] e, filtrados com o Gblocks [22], foram
concatenados resultando em 687,990 colunas. A partir do alinhamento produzido,

o RAxML [78] permitiu obter uma &arvore filogenética de maxima verossimilhanga.

Observando a Figura 6.2:

e Ao acessar o link ‘Family X’ o arquivo no formato fasta da respectiva familia

¢ mostrado. Um exemplo deste tipo de arquivo pode ser visto na Figura 6.4.

e Ao acessar o link ‘Gblocks’ o alinhamento gerado pelo Gblocks da respectiva

familia é mostrado. A Figura 6.5 mostra um exemplo deste tipo de arquivo.

e Ao acessar o link com o identificador do gene (gi) é mostrado o resultado da

busca no NCBI sobre o gene. A Figura 6.6 mostra um exemplo deste resultado.
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e Ao acessar o link ‘nr’ é mostrado o resultado de um Blastp online do gene con-

tra a base nr do GenBank. A Figura 6.7 mostra um exemplo deste resultado.

»152977686|ref|YP_001377203.1| ribonuclease P [Bacillus cytotoxicus NVH 391-98]
MKKKNRIKKNDEFQAVFOKGRSSANROFVIYQLDKETQPYFRIGLSVSKKIGNAVVRNRI
KRMIRQSITELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEEFKKSLIHAFKRSGIKITNK

>157694478| ref|YP_001488940.1| ribonuclease P [Bacillus pumilus SAFR-832]
MKKRNRLKKNEEFQKVFKKGOSMANROFVIYQLDQPNQDELRLGLSVSKKIGNAVMRNRI
KRLIRQVFLEEGHKLKQEKDYIVIARKPASELTFEETKKSLQHLFRKSAVYQQQPKKSS

>163943167 | ref|YP_0081648051.1| ribonuclease P [Bacillus weihenstephanensis KBABA4]
MKKKNRIKKNDEFQAVFOKGOSNANRQFVVYKLDKEKQPHFRIGLSVSKKIGNAVVRNRT
KRMIRQSIIELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKK

»>228994206|ref|ZP_04154106.1| Ribonuclease P protein component [Bacillus pseudomycoides DSM 12442]
MSIDMKKKNRIKKNDEFQAVFONGKSNANROFVVYQLEKAEQSYFRIGLSVSKKLGNAVY
RNRIKRMIRQSIAELKDEIDSGKDFVIIARKPCADMTYEQLKKSLIHAFKRSGIKITNK

>229014653 | ref|ZP_04171767.1| Ribonuclease P protein component [Bacillus mycoides DSM 2848]
MSNDMKKKNRIKKNDEFQAVFQKGOSNANROFVVYKLDKEKQPHFRIGLSVSKKIGNAVY
RNRIKRMIRQSIIELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKK

>30265505| ref|[NP_847882.1| ribonuclease P [Bacillus anthracis str. Ames]
MKKKHRIKKNDEFQTVFOKGKSNANROFVVYQLDKEEQPNFRIGLSVSKKIGNAVVRNRI
KRMIRQSITELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKSSVRK

>42784683 | ref|NP_981930.1| ribonuclease P protein component [Bacillus cereus ATCC 18987]
MKKKHRIKKNDEFQTVFQKGKSNANROFVVYQLDKEEQPNFRIGLSVSKKIGNAVVRNRI
KRMIRQSITELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKK

>49481129| ref|YP_839477.1| ribonuclease P [Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27]
MKKKHRIKKNDEFQTVFOQKGKSNANROFVVYQLDKEEQPNFRIGLSVSKKIGNAVVRNRI
KRMIRQSITELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKSSVRK

Figura 6.4: Parte do arquivo no formato fasta contendo as proteinas agrupadas na
familia 194 para o grupo B. cereus.



Resultados e discussao 72

Gblocks 0.91b Results
Number of sequences: 8
Alignment assumed to be: Protein

New number of positions: 111 (selected positions are underlined in blue)

10 20 30 40 50 60
157694478 —----MKKRNRLKKNEEFQKVFKKGQSMANRQFVIYQLDQPNQDELRLGLSVSKKIGNAVM
228994206 MSIDMKKKNRIKKNDEFQAVFQNGKSNANRQFVVYQLEKAEQSYFRIGLSVSKKLGNAVV
152977686 —----MKKKNRIKKNDEFQAVFQKGRSSANRQFVIYQLDKETQPYFRIGLSVSKKIGNAVV
163943167 —----MKKKNRIKKNDEFQAVFQKGQSNANRQFVVYKLDKEKQPHFRIGLSVSKKIGNAVV
229014653 MSNDMKKKNRIKKNDEFQAVFQKGQSNANRQFVVYKLDKEKQPHFRIGLSVSKKIGNAVV
30265505 —----MKKKHRIKKNDEFQTVFQKGKSNANRQFVVYQLDKEEQPNFRIGLSVSKKIGNAVV
49481129 —-—--MKKKHRIKKNDEFQTVFQKGKSNANRQFVVYQLDKEEQPNFRIGLSVSKKIGNAVV
42784683 —--—--MKKKHRIKKNDEFQTVFQKGKSNANRQFVVYQLDKEEQPNFRIGLSVSKKIGNAVV

70 80 90 100 110 120
157694478 RNRIKRLIRQVFLEEGHKLKQEKDYIVIARKPASELTFEETKKSLQHLFRKSAVYQQQPK
228994206 RNRIKRMIRQSIAELKDEIDSGKDFVIIARKPCADMTYEQLKKSLIHAFKRSGIKITNK-
152977686 RNRIKRMIRQSITELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEEFKKSLIHAFKRSGIKITNK-
163943167 RNRIKRMIRQSIIELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKK-
229014653 RNRIKRMIRQSIIELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKK-
30265505 RNRIKRMIRQSITELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKSS
49481129 RNRIKRMIRQSITELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKSS
42784683 RNRIKRMIRQSITELKDEIDSGKDFVIIARKPCAEMTYEELKKSLIHVFKRSGMKRIKK-

s s s s s s s s s s s s s T s s s

157694478 KSS
228994206 -
1562977686 -
163943167 -
229014653 -—=
30265505 VRK
49481129 VRK
42784683 -

Parameters used
Minimum Number 0f Sequences For A Conserved Position: 5

Minimum Number 0f Sequences For A Flanking Position: 6

Maximum Number 0f Contiguous Nonconserved Positions: 8

Minimum Length 0f A Block: 10

Allowed Gap Positions: With Half

Use Similarity Matrices: Yes

Flank positions of the 1 selected block(s)

Flanks: [5 115]

New number of positions: 111 (90% of the original 123 positions)

Figura 6.5: Saida do Gblocks para a familia de 8 proteinas, de Bacillus. As colunas
marcadas com ‘#’ sao as mantidas para a construcao da filogenia.
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NCBI Resources [¥] How To

Protein | Protein v H

Limits  Advanced

Display Settings: [¥) GenPept

ribonuclease P [Baci

NCBI Reference Sequence: NP_847882.1
EASTA  Graphics

Goto:

Locus NP_ 847332 119 aa

DEFINITION ribonuclease P [Bacillus anthracis str.

ACCESSION NP_247882

VERSION NP_847882.1 GI:30265505
DBLINK Project: 57989

BioProject: PRINA57909
DBSOURCE REFSEQ: accession NC_803997.3
KEYWORDS .
SOURCE Bacillus anthracis str. Ames

ORGANISM Bacillus anthracis str. Ames

lus anthracis str. Ames]

linear BCT 22-APR-2013

Ames].

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus;

Bacillus cereus group.
REFERENCE 1 (residues 1 to 119)
AUTHORS  Read,T., Peterson,S.

urasse,N., Baillie,L., Paulsen,I.,

Nelson,K., Tettelin,H., Fouts,D., Eisen,J., Gill,S., Holtzapple,E.,

Okstad,0.
Dodson,R.

Helgason,E., Rilstone,J.,

Wu,M., Kolonay,J., Beanan,M.,
Brinkac,L., Gwinn,M., DeBoy,R., Madupu,R., Daugherty,S.,

Durkin,A., Haft,D., Nelson,W., Peterson,]., Pop,M., Khouri,H.,
Radune,D., Benton,J., Mahamoud,Y., Jiang,L., Hance, I., Weidman,J.,

Berry,K
Cline,R

Thomason,B., Friedlander,A., Koehler,T.,

Fraser,C.

Plaut,R., Wolf,A., Watkins,K.,
Redmond,C., Thwaite,J., White,0., Salzberg,S.,

Nierman,W., Hazen,A.,

Hanna,P., Kolsto,A.-B. and

TITLE The genome sequence of Bacillus anthracis Ames and comparison to

closely related bacteria
JOURNAL  Nature 423 (6935), 81-86 (2003)
PUBMED 12721629
REFERENCE 2 (residues 1 to 119)
CONSRTM ~ NCBI Genome Project
TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (10-SEP-2004) National Center for Biotechnology

Information, NIH, Bethesda, MD 20894,

REFERENCE 3 (residues 1 to 119)

AUTHORS ~ Read,T., Peterson,S., Tourasse,N

Baillie,L., Paulsen,I.,

Nelson,K., Tettelin,H., Fouts,D., Eisen,J., Gill,S., Holtzapple,E..

Okstad,0., Helgason,E., Rilstone,J.,

Wu,M., Kolonay,J., Beanan,M.,

Dodson,R., Brinkac,L., Gwinn,M., DeBoy,R., Madupu,R., Daugherty,S.,

Durkin,A.
Radune,D.

Benton,J., Mahamoud,Y

Figura 6.6: Parte do resultado da busca no NCBI da proteina

gene (gi) igual a ‘30265505’

Haft,D., Nelson,w., Peterson,J., Pop,M., Khouri,H.,
Jiang,L
Berry,K., Plaut,R., Wolf,A., Watkins,K.,

Hance,I., Weidman,J.,
Nierman,W., Hazen,A.,

Help

Change region show

Customize view =

Analyze this sequence
Run BLAST

Identify Conserved Domains
Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

Articles about the rmpA gene

Complete genome sequence of the highly
hemalytic strain Bacillus cerel [J Bacteriol. 2012]

The genome of a Bacillus isolate causing
anthrax in chimpanzees combi [FLoS One. 2010]

The complete genome sequence of Bacillus
anthracis Ames "Ancestor”. [J Bacteriol. 2009]

see all...

Identical proteins for NP_847882.1 -
Ribonuclease P protein compener [ZP_22779412]
Ribonuclease P protein comper [Wp_000726628]
ribonuclease P [Bacillus anthracis [ZP_16081067]

See all

Protein clusters for NP_847882.1 e
Ribonuclease P - protein component of RNaseP
which catalyzes the removal of the 5'-leader
sequence from pre-tRNA to produce the mature
Total proteins: 229

Total genera: 26

Conserved in: Firmicutes

More about the gene mpA =

com identificador do
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Blasting (blastp nr) id=30265505. Please wait ...

BLASTP 2.2.28+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

Reference for compositional score matrix adjustment: Stephen
F. Altschul, John C. Wootton, E. Michael Gertz, Richa
Agarwala, Aleksandr Morgulis, Alejandro A. Schaffer, and
¥i-Kuo Yu (2085) "Protein database searches usin
compositionally adjusted substitution matrices", FEBS J.
272:5101-5109.

RID: SSZSYCM20814

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
from WG5S projects

25,581,115 sequences; 8,785,508,056 total letters
Query- 30265505|ref|NP_847882.1|

Length=119
Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) value
ref|NP_847882.1| ribonuclease P [Bacillus anthracis str. Ames... 239 3e-79
ref|ZP_00390427.1| (C0GB594: RNase P protein component [Bacill... 239 3e-79
ref|[NP_981930.1| ribonuclease P protein component [Bacillus c... 231 6e-76
ref|YP_8082341557.1| ribonuclease P [Bacillus cereus AH187] >r... 229 3e-75
ref|WP_002028990.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 229 3e-75
ref|WP_800726625.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 228 7e-75
ref|YP_002533022.1| ribonuclease p [Bacillus cereus Q1] =ref|... 228 le-74
ref|ZP_841488081.1| Ribonuclease P protein component [Bacillus... 228 le-74
ref|ZP_04887503.1| Ribonuclease P protein component [Bacillus... 227 3e-74
ref|WP_0800726618.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 226  3e-74
ref|ZP_00744402.1| Ribonuclease P protein component [Bacillus... 226 5e-74
ref|WP_002006050.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 226 5e-74
ref|YP_002449039.1| ribonuclease P [Bacillus cereus G9842] >r... 226 5e-74
ref|ZP_09358681.1| ribonuclease P protein component [Bacillus... 226 5e-74
ref|WP_802073707.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 226 9e-74
ref|WP_008750813.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 225 le-73
ref|YP_0802752846.1| ribonuclease P protein component [Bacillu... 224 2e-73
ref|WP_0008731505.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 224 4e-73
ref|WP_802009209.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 224 4e-73
ref|YP_0082370262.1| ribonuclease P [Bacillus cereus B4264] >r... 223 5e-73
ref|NP_835142.1| ribonuclease P [Bacillus cereus ATCC 145791 ... 223 6e-73
ref|WP_802046136.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 222 2e-72
ref|WP_000728891.1| Ribonuclease P protein component [Bacillu... 222 2e-72

Figura 6.7: Parte do resultado de um Blastp online da proteina com identificador
do gene (gi) igual a ‘30265505’ contra a base nr do GenBank.

Foi realizada a comparacao da topologia entre a arvore obtida pelas ferramentas
do banco SuperCAT e a arvore construida a partir de comparagoes de genomas.
A arvore fornecida pelo banco SuperCAT para o grupo B. cereus é mostrada na
Figura 6.8. A arvore construida a partir de comparagoes de genomas é apresentada
na Figura 6.9. Tais arvores possuem a mesma topologia e ambas tém 100% de

concordancia bootstrapping.
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——B.weihenstephanensis_KBAB4

L——B.mycoides_ATCC6462

B.thuringiensis_97-27

B.anthracis_Ames

B.cereus_ATCC10987

L—B.pseudomycoides_DSM12442

B.cytotoxicus_NVH0391/98

Figura 6.8: Arvore baseada nos genes housekeeping de B. cereus, obtida pelas ferra-
mentas disponiveis no SuperCAT Database.
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0.2
Bacillus_pumilus_SAFR_032

Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4

Bacillus_mycoides_DSM_2048

Bacillus_thuringiensis_serovar_konkukian_97_27

Bacillus_anthracis_AE016879

-Bacillus_cereus_ATCC_10987

—Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442

—Bacillus_cytotoxicus_NVH_391_98

Figura 6.9: Arvore obtida segundo o pipeline descrito na Secao 5.3. O genoma de
B. pumilus SAFR 032 foi utilizado como externo ao grupo B. cereus.

6.2 Grupo Mycobacterium

O complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) redne espécies de bactérias gram-

positivas com forma de bastonete, proporcionando ao grupo uma ampla diversidade
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de hospedeiros e de graus de patogenicidade [15]. O complexo é composto pelas
espécies M. tuberculosis, M. bovis, M. caprae, M. africanum, M. pinnipedii, M.

microti e M. canetti [31].

A tuberculose é uma doenca cronica causada por bactérias do género Mycobacterium
que ataca ruminantes, suinos, aves, animais silvestres e humanos. A tuberculose
bovina é responsavel por perdas economicas significativas além de constituir uma das
mais importantes zoonoses de relevancia para a saide piblica. Com a globalizagao
econdmica, as barreiras tarifarias foram substituidas por barreiras sanitarias. Ha
uma pressao crescente de mercados importadores para o diagnodstico definitivo da

tuberculose em bovinos [8].

Muycobacterium bovis é o principal causador da tuberculose bovina, mas ha outras
espécies de Muycobacterium que ocasionalmente infectam o gado causando lesoes
compativeis com tuberculose (LCT), como M. africanum [97, 64|, M. caprae [24], o
M. tuberculosis [7], e outras micobactérias que podem estar associadas com LCT,

como M. fortuitum, M. smegmatis e M. phlei [59].

Considerando a relevancia do complexo e sua restrita variacado genética, técnicas
moleculares tem sido desenvolvidas a fim de encontrar uma maneira adequada de
identificar cepas de MTBC. Os métodos tradicionais de identificacao de cepas para
este complexo exploram a variagao de marcadores neutros, porgoes do genoma me-
nos sujeitas a pressao seletiva [1], fato este que possibilita mutagoes relativamente

recentes permanecerem no DNA e, assim, serem observadas.

Sequéncias repetidas tem sido consideradas uma fonte 1til de variagao para
MTBC [23]. Os métodos de espoligotipagem e MIRU-VNTR analisam loci contendo
sequéncias repetidas. O primeiro, tipagem de oligonucleotideos espacgadores, baseia-
se nos padroes de presenca/auséncia de 43 espagadores do locus de repeticao di-
reta [39]. Tal locus possui copias de uma sequéncia de 36pb, separadas por sequéncias
conservadas e nao repetitivas de 35-41pb, denominadas espagadores [38, 92]. Apesar
do poder de distin¢ao de linhagens de MTBC, a espoligotipagem nao pode diferenciar
cepas pertencentes a mesma linhagem (com o mesmo espoligotipo ou espoligotipo
similar). Outro aspecto a ser ressaltado é a ocorréncia de homoplasias em arvores
baseadas em espoligotipagem, como resultado de remocao independente de determi-
nado espagador em linhagens diferentes [52]. O termo homoplasia refere-se a uma

caracteristica similar compartilhada por duas ou mais espécies que nao derivadas de
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um ancestral comum. A homoplasia ocorre quando diferentes ambientes ou pressoes
seletivas desencadeiam o aparecimento ou o reaparecimento de caracteristicas seme-

lhantes em organismos que nao compartilham um ancestral comum mais recente.

O segundo método, unidade repetitiva intercalada de Mycobacterium, tem como ob-
jeto de andlise sequéncias formadas por repeticao em tandem de nimero variavel de
40-100pb exclusivas dos membros de MTBC [82]. Os padroes de MIRU-VNTR sao
formados por uma sequéncia de digitos, em que cada digito corresponde ao niimero
de cépias de uma sequéncia de repeticao em tandem de um certo locus [83]. Tal
técnica, assim como a espoligotipagem, pode gerar algumas relacoes filogenéticas
falso-positivas em virtude da existéncia de padroes similares em linhagens diferen-
tes [52].

A fim de explorar ao maximo as possibilidades de genotipagem na epidemiologia mo-
lecular da tuberculose e também para estudar a filogenia das bactérias causadoras
de maneira confidvel, a aplicacao da analise do sequenciamento de todo o genoma
(WGS) para as espécies de micobactérias e/ou isolados tornou-se uma boa solugao.
O uso de WGS para tipagem molecular de patégenos tem sido explorado e rendeu
informagoes adicionais importantes sobre a diversidade das cepas em comparagao
com os métodos classicos de tipagem de DNA. Com a redugao do custo do sequen-
ciamento de DNA, é possivel que o WGS torne-se a unica ferramenta de diagndstico

da tuberculose para a identificacdo e caracterizacao genética [72].

Os experimentos relativos ao complexo Mycobacterium foram realizados por meio
da analise do conjunto de cepas mostrado na Tabela 6.3. Mais detalhes destes

experimentos podem ser vistos em [8].

Durante inspegoes de rotina em um matadouro oficial, um touro de 36 meses, sem
histérico de tuberculose, do estado do Rondonia, Brasil, apresentou lesoes descritas
como semi-solidas e sem calcificacao. As micobactérias cultivadas tiveram resposta
negativa aos testes de rotina para Mycobacterium bovis. Esse isolado é denominado
Mycobacterium 1407. Os demais genomas foram obtidos do repositério NCBI. Foi
incluido o genoma M. marinum M como outgroup, de modo que este proporcionasse

uma nog¢ao de onde, na arvore, encontra-se o principal grupo de organismos.

O conjunto de cepas do complexo Mycobacterium foram comparadas usando o
Blastp [6] e agrupados pelo OrthoMCL [47], resultando em 7126 familias de pro-
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Tabela 6.3: Conjunto de cepas do complexo Mycobacterium utilizado nos experi-
mentos.

1407

africanum GM041182

avium 104

avium subsp paratuberculosis K 10
bovis AF2122 97

bovis BCG str Mexico

bovis BCG str Pasteur 1173P2
bovis BCG str Tokyo 172
smegmatis str MC2 155
tuberculosis H37Ra
tuberculosis H37TRv

marinum M

SSSEEEEEEEEER

dutos génicos. O arquivo no formato fasta de cada familia é gerado.

No préximo passo do pipeline, utilizando o Orthologsorter sao selecionadas as
familias contendo exatamente uma proteina de cada genoma e no maximo uma
proteina do outgroup (M. marinum M) resultando em 1653 familias, como mostrado
nas Figuras 6.10 e 6.11. No caso da sequéncia proteica ser destacada na cor verme-
lha, como ocorre com as sequéencias ‘99907366°, ‘99906450’ e ‘99905939 mostradas

na Figura 6.11, o respectivo genoma ainda nao esta disponivel no NCBI.
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Mycobacterium Project

Show families

with at least one gene  without genesof ~ with or without genes of ~ exactly one gene  with specific

. . . K A Max
of this genome this genome this genome (doesn't matter)  of this genome limits

[t Mvcobacterium 1407 [ iist of singletons

,1_ Moycobacterium africanum GM041182 | list of singletons

,1_ Moycobacterium avium 104 | list of singletons

,1_ Mycobacterium avium subsp paratuberculosis K 10 | list of singletons
,1_ Mycobacterium bovis AF2122 97 | Jist of si

,1_ Mycobacterium bovis BCG str Mexico | list of singletons

,1_ Mycobacterium bovis BCG str Pasteur 1173P2 | list of singletons
[t Mycobacterium bovis BCG str Tokyo 172 | iist of sing

,1_ Moycobacterium smegmatis str MC2 155 | list of singletons

,1_ Moycobacterium tuberculosis H37Ra | list of singletons

,1_ Moycobacterium tuberculosis H37Rv | list of singletons

,1_ Moycobacterium marinum M | st of singletons

0

0

i i R i i e R

check all

(see all families) check all

checkall check all

and keywords | example: kinase,protease

Enviar Redefinir

Figura 6.10: Tela principal do Orthologsorter para o complexo Mycobacterium.

Ao clicar no botao ‘list of singletons’, como mostrado na Figura 6.10, pode-se
visualizar as sequéncias proteicas do respectivo organismo que nao pertencem a
nenhuma familia de proteina. Um exemplo para o genoma ‘M. africanum GM041182’

pode ser visto na Figura 6.12.
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Result: 1653 families

>Family 317 -- Gblocks 561/573 (97%)

999087366 nr  3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium 1487]

339633535 nr  YP_804725177.1 dehydrogenase [Mycobacterium africanum GMO41182]

161579551 nr  YP_879904.2 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium avium 1041

161611289 nr  NP_959464.2 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10]
31794713 nr NP _857206.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium bovis AF2122/97]

378773317 nr  YP_005173058.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium bovis BCG str. Mexico]
121639456 nr  YP_979680.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium bovis BCG str. Pasteur 1173P2]
224991953 nr  YP_002646642.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium bovis BCG str. Tokyo 172]
161598319 nr  YP _890167.2 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium smegmatis str. MC2 155]
148663400 nr  YP_801284923.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium tuberculosis H37Ral
15610673 nr  NP_218054.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium tuberculosis H37Rv]

183984992 YP_001853283.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium marinum M]

number of proteins

=Family 323 -- Gblocks

999064508
339630802
229220808
41410297
31791919
378770489
121636655
224989127
118473144
148660508
15607873
1833810891

number of proteins

nr

181/181 (100%)

adenylate kinase [Mycobacterium 1407]

YP_004722444.1 adk gene product [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_883568.2 adenylate kinase [Mycobacterium avium 104]

NP_963133.1 adenylate kinase [Mycobacterium avium subsp. paratuberculeosis K-101
NP_854412.1 adenylate kinase [Mycobacterium bovis AF2122/97]
YP_005170222.1 adk gene product [Mycobacterium bovis BCG str. Mexicol
YP_976878.1 adenylate kinase [Mycobacterium bovis BCG str. Pasteur 1173P2]
YP_0082643814.1 adenylate kinase [Mycobacterium bovis BCG str. Tokyo 172]
YP_885866.1 adk gene product [Mycobacterium smegmatis str. MC2 155]
YP_0081282031.1 adenylate kinase [Mycobacterium tuberculosis H37Ra]
NP_215247.1 adk gene product [Mycobacterium tuberculosis H37Rv]
YP_0081849382.1 adenylate kinase [Mycobacterium marinum M]

>Family 325 -- Gblocks
99905939 nr
339632580 nr
229220809 nr
41407178 nr
161511531 nr
378772292 nr
229576791 nr
224990931 nr
118473062 nr
148662391 nr
15609689 nr
183982186 nr
number of proteins 12

262/296 (88%)

shikimate 5-dehydrogenase [Mycobacterium 1407]

YP_0084724222.1 aroE gene product [Mycobacterium africanum GMB41182]

YP_882610.2 shikimate 5-dehydrogenase [Mycobacterium avium 1041

NP_968014.1 shikimate 5-dehydrogenase [Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10]
NP_856228.2 shikimate 5-dehydrogenase [Mycobacterium bovis AF2122/97]
YP_0805172025.1 aroE gene product [Mycobacterium bovis BCG str. Mexico]

YP_978661.2 shikimate 5-dehydrogenase [Mycobacterium bovis BCG str. Pasteur 1173P2]
YP_002645618.1 shikimate 5-dehydrogenase [Mycobacterium bovis BCG str. Tokyo 1721
¥YP_887345.1 aroE gene product [Mycobacterium smegmatis str. MCZ 155]
YP_001283914.1 shikimate 5-dehydrogenase [Mycobacterium tuberculosis H37Ral
NP_217068.1 aroE gene product [Mycobacterium tuberculosis H37Rv]

YP_001850477.1 shikimate 5-dehydrogenase [Mycobacterium marinum M]

Figura 6.11: Parte do resultado da busca por familias contendo exatamente uma
proteina de cada genoma e no maximo uma proteina do outgroup (M. marinum M)
para o complexo Mycobacterium.

Singletons from genome Mycobacterium africanum GM841182.

339630353
339630671
339630815
339631103
339631215
339631236
339631568
339631643
339631717
339631817
339631818
339632134
339632372
339632697
339632825
339632826
339633135
339633333
339633433
339633594
339633741
339633742
339633743
339633744

nr  YP_884721995.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]

YP_804722313.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]

YP_804722457.1 PE_PGRS10 gene product [Mycobacterium africanum GMB41182]

YP_B04722745.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]

YP_B04722857.1 transposase [Mycobacterium africanum GM841182]

YP_804722878.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]

YP_804723210.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]

YP_804723285.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]

YP_B04723359.1 transposase [Mycobacterium africanum GME41182]

YP_B04723459.1 transposase [Mycobacterium africanum GME41182]

YP_B04723460.1 transposase [Mycobacterium africanum GMB41182]

YP_B04723776.1 PE21 gene product, partial [Mycobacterium africanum GM841182]

YP_B804724814.1 esxPl gene product [Mycobacterium africanum GMB41182]
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

=
=

YP_804724339.1 arsBl gene product, partial [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_B04724467.1 transposase [Mycobacterium africanum GME41182]
YP_B04724468.1 transposase [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_804724777.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_B804724975.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_B04725875.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_804725236.1 PE_PGRS59 gene product [Mycobacterium africanum GMB41182]
YP_B04725383.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_B804725384.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_B04725385.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]
YP_B804725386.1 hypothetical protein [Mycobacterium africanum GM841182]

FEEEREREEEEREEEEEEEEEE!

=
=

number of singletons = 24

Figura 6.12: Lista das sequéncias proteicas que nao pertencem a nenhuma familia
de proteinas para o genoma ‘M. africanum GM041182".

Cada familia foi alinhada usando MUSCLE [26] e, por meio do Gblocks [22], fo-

ram eliminadas as posi¢oes mal alinhadas e regides divergentes dos alinhamentos.

Os alinhamentos foram concatenados resultando em 543,689 colunas. A partir do
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alinhamento produzido, o RAXML [78] permitiu obter uma arvore filogenética de

maxima verossimilhanga.

De forma analoga ao B. cereus, observando a Figura 6.11:

e Ao acessar o link ‘Family X’ o arquivo no formato fasta da respectiva familia

¢ mostrado. Um exemplo deste tipo de arquivo pode ser visto na Figura 6.13.

e Ao acessar o link ‘Gblocks’ o alinhamento gerado pelo Gblocks da respectiva

familia é mostrado. A Figura 6.14 mostra um exemplo deste tipo de arquivo.

e Ao acessar o link com o identificador do gene (gi) é mostrado o resultado
da busca no NCBI sobre o gene. A Figura 6.15 mostra um exemplo deste

resultado.

e Ao acessar o link ‘nr’ é mostrado o resultado de um Blastp online do gene
contra a base nr do GenBank. A Figura 6.16 mostra um exemplo deste

resultado.
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=121639456 YP_979680.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium bovis BCG str. Pasteur 1173P2]
MTVQEFDVVVVGSGAAGMVAALVAAHRGLSTVVVEKAPHYGGSTARSGGGYVWIPNNEVLK
RRGVRDTPEAARTYLHGIVGEIVEPERIDAYLDRGPEMLSFVLKHTPLKMCWVPGYSDYY
PEAPGGRPGGRSIEPKPFNARKLGADMAGLEPAYGKVPLNVVVMQQDYVRLNOLKRHPRG
VLRSMKVGARTMWAKATGKNLVGMGRALIGPLRIGLORAGVPVELNTAFTDLFVENGVVS
GVYVRDSHEAESAEPOLIRARRGVILACGGFEHNEQMRIKYQRAPITTEWTVGASANTGD
GILAAEKLGAALDLMDDAWWGPTVPLVGKPWFALSERNSPGSIIVNMSGKRFMNESMPYV
EACHHMYGGEHGQGPGPGENIPAWLVFDQRYRDRYIFAGLOQPGQRIPSRWLDSGVIVOAD
TLAELAGKAGLPADELTATVQRFNAFARSGVDEDYHRGESAYDRYYGDPSNKPNPNLGEVY
GHPPYYGAKMVPGDLGTKGGIRTDVNGRALRDDGSIIDGLYAAGNVSAPVMGHTYPGPGG
TIGPAMTFGYLAALHIADQAGKR

>148663400 YP_001284923.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium tuberculeosis H37Ral
MTVOQEFDVVVVGSGAAGMVAALVAAHRGLSTVVWVEKAPHYGGSTARSGGGYWIPNNEVLK
RRGVRDTPEAARTYLHGIVGEIVEPERIDAYLDRGPEMLSFVLKHTPLKMCWVPGYSDYY
PEAPGGRPGGRSIEPKPFNARKLGADMAGLEPAYGKVPLNVVVMQQDYVRLNQLKRHPRG
VLRSMKVGARTMWAKATGKNLVGMGRALIGPLRIGLQRAGVPVELNTAFTDLFVENGVVS
GVYVRDSHEAESAEPQLIRARRGVILACGGFEHNEQMRIKYQRAPITTEWTVGASANTGD
GILAAEKLGAALDLMDDAWWGPTVPLVGKPWFALSERNSPGSIIVNMSGKRFMNESMPYV
EACHHMYGGEHGQGPGPGENIPAWLVFDQRYRDRYIFAGLOQPGQRIPSRWLDSGVIVOAD
TLAELAGKAGLPADELTATVQRFNAFARSGVDEDYHRGESAYDRYYGDPSNKPNPNLGEVY
GHPPYYGAKMVPGDLGTKGGIRTDVNGRALRDDGSIIDGLYAAGNVSAPVMGHTYPGPGG
TIGPAMTFGYLAALHIADQAGKR

>15610673 NP_218054.1 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium tuberculosis H37Rv]
MTVQEFDVVVVGSGAAGMVAALVAAHRGLSTVVVEKAPHYGGSTARSGGGVWIPNNEVLK
RRGVRDTPEAARTYLHGIVGEIVEPERIDAYLDRGPEMLSFVLKHTPLKMCWVPGYSDYY
PEAPGGRPGGRSIEPKPFNARKLGADMAGLEPAYGKVPLNVVVMQQDYVRLNOQLKRHPRG
VLRSMKVGARTMWAKATGKNLVGMGRALIGPLRIGLQRAGVPVELNTAFTDLFVENGVVS
GVYVRDSHEAESAEPQLIRARRGVILACGGFEHNEQMRIKYQRAPITTEWTVGASANTGD
GILAAEKLGAALDLMDDAWWGPTVPLVGKPWFALSERNSPGSIIVNMSGKRFMNESMPYV
EACHHMYGGEHGQGPGPGENIPAWLVFDORYRDRYIFAGLOPGORIPSRWLDSGVIVOAD
TLAELAGKAGLPADELTATVQRFNAFARSGVDEDYHRGESAYDRYYGDPSNKPNPNLGEY
GHPPYYGAKMVPGDLGTKGGIRTDVNGRALRDDGSIIDGLYAAGNVSAPVMGHTYPGPGG
TIGPAMTFGYLAALHIADQAGKR

=161579551 YP_879904.2 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium avium 104]
MSAQEYDVVVVGSGGAGMVAALTAAHRGLSTIVIEKAPHFGGSTARSGGGYVWIPNNEVLK
RDGVKDTPEAARTYLHGIIGDVVEPERIDTYLERGPEMLSFVLKHTPLKMCWVPRYSDYY
PESPGGRAEGRSIEPKPFNARKLGPDEAGLEPAYGKVPLNVVVMOQDYVRLNQLKRHPRG
VLRSLKVGARTMWAKATGKNLVGMGRALIGPLRIGLORAGVPVVLNTALTDLYLEDGVVR
GVYVRDSQAAESAEPRLIRARRGVILASGGFEHNEQMRVKYQRAPITTEWTVGAKANTGD
GILAAEKLGAALELMEDAWWGPTVPLVGAPWFALSERNSPGSIIVNMSGKRFMNESMPYV
EACHHMYGGEYGQGPGPGENIPAWLVFDQQYRDRYIFAGLOPGQRIPRKWLESGVIIQAE
TLEELASKAGLPVDEFLATVQRFNGFARTGIDEDYHRGESAYDRYYGDPTNKPNPNLGEL
SHPPYYAAKMVPGDLGTKGGIRTDIHGRALRDDGSITEGLYAAGNVSAPVMGHTYPGPGG
TIGPAMTFGYLAALHIAGEN

>161598319 YP_890167.2 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacterium smegmatis str. MC2 155]
MTGOEYDVVVVGSGAAGMVAALTAAHOGLSTVVVEKAPHYGGSTARSGGGVWIPNNEILK
RDGVKDTPDEARKYLHAIIGDVVPAEKIDTYLDRGPEMLSFVLKHSPLKLCWVPGYSDYY
PETPGGKPTGRSVEPKPFDANKLGPDLKGLEPPYGKVPMNMYVMQQDYVRLNQLKRHPRG
VLRSLKVGIRATWGKVSGKNLVGMGRALIAPLRIGLREAGVPVLLNTALTDLYVEDGRVL
GIYVRDTTAGDDAEPRLIRARHGVILGSGGFEHNEQMRVKYQRAPITTEWTVGAVANTGD
GIVAAEKLGAALELMEDAWWGPTVPLVGAPWFALSERNSPGSIIVNMSGKRFMNESMPYV
EACHHMYGGQYGQGPGPGENIPAWLIFDQOYRDRYIFAGLOPGQRIPSKWLESGVIVKAD
TLVELAEKTGLPADQFTSTIERFNGFARSGVDEDFHRGESAYDRYYGDPTNKPNPNLGEL
KHGPFYAAKMVPGDLGTKGGIRTDVRGRALRDDDSVIEGLYAAGNVSSPVMGHTYPGPGG
TIGPAMTFGYLAALDIAATAAASRKG

Figura 6.13: Parte do arquivo no formato fasta contendo as proteinas agrupadas na
familia 317 para o complexo Mycobacterium.
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118463706
41410116
121636441
148660292
15607663
224988913
31791705
339630595
378770275
118468773
99903902

118463706
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118463706
41410116
121636441
148660292
15607663
224988913
31791705
339630595
378770275
118468773
99903902

Parameters used

Gblocks 0.91b Results

Processed file: family2347.afa
Number of sequences: 11
Alignment assumed to be: Protein

New number of positions: 129 (selected positions are underlined in blue)

10 20 30 40 50 60

MSPGACELDGGMQLPQGLARFNRHVTNPIQRMWAGWLPPFGIVEHVGRRSGKPYRTPVNL
MSPGACELDGGMQLPQGLARFNRHVTNPIQRMWAGWLPPFGIVEHVGRRSGKPYRTPVNL
——————————— MQLPQWLARFNRYVTNPIQRLWAGWLPAFAILEHVGRRSGKPYRTPLNV
——————————— MQLPQWLARFNRYVTNPIQRLWAGWLPAFAILEHVGRRSGKPYRTPLNV
——————————— MQLPQWLARFNRYVTNPIQRLWAGWLPAFAILEHVGRRSGKPYRTPLNV
--MQLPQWLARFNRYVTNPIQRLWAGWLPAFAILEHVGRRSGKPYRTPLNV
-MQLPQWLARFNRYVTNPIQRLWAGWLPAFAILEHVGRRSGKPYRTPLNV
--MQLPQWLARFNRYVTNPIQRLWAGWLPAFAILEHVGRRSGKPYRTPLNV
——————————— MQLPQWLARFNRYVTNPIQRLWAGWLPAFAILEHVGRRSGKPYRTPLNV
——————————— MQLPQWLARFNRHVTNPIQRIWAGWAPTFGILEHVGRKSGKHYRTPLSV
——————————— MQLPQSLARFNRHVTNPIQRLWAGWAPTFGILEHVGRKSGTTYRTPLSV

70 80 90 100 110 120

FSADVDGKPGVAILLTYGPDRDWLKNLTAAGGGRIRSRGKTFGVADPRVVSKAEAASHLR
FSADVDGKPGVAILLTYGPDRDWLKNLTAAGGGRIRSRGKTFGVADPRVVSKAEAASHLR
FSADVDGRAGVAILLTYGPNRDWLKNITAAGGGRMRRYGKTFGVANPRRLTKAEAAPYVS
FSADVDGRAGVAILLTYGPNRDWLKNITAAGGGRMRRYGKTFGVANPRRLTKAEAAPYVS
FSADVDGRAGVAILLTYGPNRDWLKNITAAGGGRMRRYGKTFGVANPRRLTKAEAAPYVS
FSADVDGRAGVAILLTYGPNRDWLKNITAAGGGRMRRYGKTFGVANPRRLTKAEAAPYVS
FSADVDGRAGVAILLTYGPNRDWLKNITAAGGGRMRRYGKTFGVANPRRLTKAEAAPYVS
FSADVDGRAGVAILLTYGPNRDWLKNITAAGGGRMRRYGKTFGVANPRRLTKAEAAPYVS
FSADVDGRAGVAILLTYGPNRDWLKNITAAGGGRMRRYGKTFGVANPRRLTKAEAAPYVS
FGTD----EGVAILLTYGPDRDWLKNLTAAGTADMRRHGKTIRVTDPRVVPRDEAVARVR
FSTD----DGVAIMLTYGPDRDWLKNITSAGNAKIRRHGKTIEVRDPRVVSKAEAAEHVT

130 140

PGVRGVFARLPFEQAVLLTRTP
PGVRGVFARLPFEQAVLLTRTP
SRWRPVFARLPFDEAVLLTKAD
SRWRPVFARLPFDEAVLLTKAD
SRWRPVFARLPFDEAVLLTKAD
SRWRPVFARLPFDEAVLLTKAD
SRWRPVFARLPFDEAVLLTKAD
SRWRPVFARLPFDEAVLLTKAD
SRWRPVFARLPFDEAVLLTKAD
GPIRKVLARLPFEQAVLLRRV-
GAMRRPFARLPFEQAVLLKKV-
HHHHHEE

Minimum Number Of Sequences For A Conserved Position: 6

Minimum Number Of Sequences For A Flanking Position: 9

Maximum Number Of Contiguous Nonconserved Positions: 8
Minimum Length 0f A Block: 10

Allowed Gap Positions: With Half

Use Similarity Matrices: Yes

Flank positions of the 1 selected block(s)

Flanks: [12 140]
New number of positions: 129 (90% of the original 142 positions)

Figura 6.14: Saida do Gblocks para a familia de 11 proteinas, de Mycobacterium.

As colunas marcadas com ‘#’ sdo as mantidas para a construcao da filogenia.
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Protein

Display Settings:

= NCBl Resources

How To

| Protein | | { Search |
Limits Advanced Help
GenPept .
Change region shown =
dehydrogenase [Mycobacterium africanum GM041182] o
Customize view =

NCBI Reference Seguence: YP_004725177.1
EASTA  Graphics

Gotor

Locus
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
DBLINK

DBSOURCE

KEYWORDS

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOURNAL
PUBMED
REMARK
REFERENCE
CONSRTM
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMENT

YP_004725177 563 aa linear BCT 31-DEC-2012
dehydregenase [Mycobacterium africanum GM841182].

YP_004725177

YP_004725177.1 GI:339633535

Project: 68839

BioProject: PRINA68839

REFSEQ: accession NC_015758.1

Mycobacterium africanum GMP41182

Mycobacterium africanum GM841182

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales;
Corynebacterineae; Mycobacteriaceae; Mycobacterium; Mycobacterium
tuberculosis complex.

1 (residues 1 to 563)

Bentley,Ss.D., Comas,I., Bryant,J.M., Walker,D., smith,N.H.,
Harris,S.R., Thurston,S., Gagneux,S., Woed,J., Antonic,M.,
Quail,M.A., Gehre,F., Adegbola,R.A., Parkhill,J. and de Jong,B.C.
The Genome of Mycobacterium Africanum West African 2 Reveals a
Lineage-Specific Locus and Genome Erosion Common to the M.
tuberculesis Complex

PLoS Negl Trop Dis & (2), E1552 (2012)

22389744

Publication Status: O
2 (residues 1 to 563)

NCBI Genome Project

Direct Submission

Submitted (86-JUL-2011) National Center for Biotechnology
Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA

3 (residues 1 to 563)

Aslett,M.

Direct Submission

Submitted (17-JUN-2011) to the INSDC. Wellcome Trust Sanger
Institute, Pathogen Sequencing Unit, Wellcome Trust Genome Campus,
Hinxton, Cambridge cCambridgeshire CB10 1SA, UNITED KINGDOM
PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to final
NCBI review. The reference sequence is identical to CCC28618.
Data release policy http://www.sanger.ac.uk/legal/#t_2.

Methed: conceptual translation.

ine-only

Analyze this sequence
Run BLAST

Identify Conserved Domains
Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

Articles about the MAF_35490 gene =

3-Keto-Balpha-steroid Delta(1)-dehydrogenase
from Rhodococcus erythropoli: [Biochem J. 2008]

The genome of Mycobacterium africanum West
African 2 reveals a lii [PLoS Negl Trop Dis. 2012]

Genomic and proteomic analyses of
Mycobacterium bovis BC [BMC Genomics. 2011]

Seeall.

Identical proteins for YP_004725177.1 |~
3-ketosteroid-delta-1-dehydroger [YP_007967474]
3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [AGL33048]
3-ketosteroid-delta-1-dehydroge [WP_003419253]

See all

Pathways for the MAF_35490 gene &)
Steroid degradation

Microbial metabolism in diverse environments

More about the gene MAF_35490 o
MAF_35490 gene

Figura 6.15: Parte do resultado da busca no NCBI da proteina com identificador do
gene (gi) igual a ‘339633535’
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Blasting (blastp nr) id=339633535. Please wait ...

BLASTP 2.2.28+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs”, Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

Reference for compositional score matrix adjustment: Stephen
F. Altschul, John C. Wootton, E. Michael Gertz, Richa
Agarwala, Aleksandr Morqulis, Alejandro A. Schaffer, and
¥i-Kuo Yu (20805) "Protein database searches using
compositionally adjusted substitution matrices", FEBS J.
272:5101-5109.

RID: TBPXAY7BO14

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
from WGS projects

25,548,310 sequences; 8,802,163,473 total letters
Query= 339633535

Length=563

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) value
ref|NP_218054.1| Probable dehydrogenase [Mycobacterium tuberc... 1147 0.9
ref|YP_804746953.1| putative dehydrogenase [Mycobacterium can... 1145 8.8
ref|NP_338186.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobac... 1145 0.8
ref|YP_807856593.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Myco... 1144 8.0
ref|YP_005911062.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Myco... 1144 0.8
ref|YP_807270257.1| Putative 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogen... 1139 8.9
ref|YP_005362080.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Myco... 1136 0.8
ref|YP_007266259.1| Putative 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogen... 1127 0.8
ref|YP_879904.2| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobac... 1816 0.8
gb|ABK66882.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobacte... 1016 0.8
ref|YP_807295353.1| succinate dehydrogenase/fumarate reductas... 1015 0.0
gb |AASD2847.1| hypothetical protein MAP_0530c [Mycobacterium ... 1815 0.8
ref|NP_959464.2| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Mycobac... 1els 8.8
ref|WP_009974800.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Myco... 1014 0.8
ref|WP_807772457.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Myco... le08 0.9
ref|YP_005346383.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Myco... 1804 0.8
ref|YP_805336079.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Myco... le04 0.9
ref|WP_808263674.1| 3-ketosteroid-delta-1-dehydrogenase [Myco... 1803 8.8
ref|YP_806304233.1| 3-ketosteroid-delta-1l-dehydrogenase [Myco... 1le0@ 0.8
ref|WP_807166470.1| possible 3-oxosteroid 1-dehydrogenase [My... 999 0.0

Figura 6.16: Parte do resultado de um Blastp online da proteina com identificador
do gene (gi) igual a ‘339633535’ contra a base nr do GenBank.

A arvore fornecida pela abordagem computacional para o complexo Mycobacterium

a partir de comparagoes de genomas é apresentada na Figura 6.17.
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0.02
——M.smegmatis_str_MC2_155

——M.1407

M.avium_subsp_paratuberculosis_K_10

M.avium_104

M.bovis_AF2122_97

M.bovis_BCG_str_Mexico

M.bovis_BCG_str_Pasteur_1173P2

M.bovis_BCG_str_Tokyo_172

M.africanum_GMO041182

M.tuberculosis_H37Rv

M.tuberculosis_H37Ra

M.marinum_M

Figura 6.17: Arvore obtida segundo o pipeline descrito na Segao 5.3. O genoma de
M. marinum M foi utilizado como externo ao complexo Mycobacterium.

Para a tipagem de cepas do complexo Mycobacterium tuberculosis, dois métodos fo-

ram avaliados e comparados a nossa abordagem computacional: de espoligotipagem
e MIRU-VNTR.

Para construir arvores filogenéticas baseadas em dados de espoligotipagem e MIRU-
VNTR, tais padroes foram obtidos de registros disponiveis na literatura [14, 70,
48, 17, 53, 62, 81, 44], para dois conjuntos de cepas S; e S, como mostrado na
Tabela 6.4, tais que S; é formado pelas 10 cepas e Sy, por sua vez, é formado pelas

6 primeiras cepas listadas.
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Tabela 6.4: Conjunto de cepas do complexo Mycobacterium utilizado para construir
arvores filogenéticas baseadas em dados de espoligotipagem e MIRU-VNTR.

Cepas Conjunto(s) a que pertence
M. tuberculosis H37Ra S1, S
M. tuberculosis H37TRv S1, S
M. tuberculosis KZN 1435 S1, S
M. tuberculosis KZN 605 S1, S
M. tuberculosis F11 S1, Sy
M. bovis BCG Pasteur 1173 P2 S1, Sy
M. tuberculosis KZN 4207 Sy
M. tuberculosis CDC 1551 Si
M. bovis AF2122 97 S1
M. bovis BCG Tokyo 172 Sy

A divisao das cepas desse complexo em dois conjuntos foi feita em funcao da disponi-
bilidade na literatura de dados de espoligotipagem e MIRU-VNTR. Para S; apenas
dados de espoligotipagem estao disponiveis, enquanto que para S, tanto dados de

espoligotipagem quanto dados de MIRU-VNTR estao disponiveis.

Os bancos de dados usados para confirmar padroes, linhagens, nomes de cepas e
pais de isolamento foram o SITVIT2 (Intitute of Guadalupe), TB Database [65],
SpolTools [87] e MIRU-VNTRplus [98]. Foram criados arquivos MS Excel com
as seguintes combinagoes de dados e cepas: espoligotipagem e MIRU-VNTR (Ss),
apenas espoligotipagem (S, e S2) e apenas MIRU-VNTR (5;). Cada um destes
quatro arquivos foi carregado no banco de dados MIRU-VNTRplus. As ferramentas
do banco MIRU-VNTRplus foram utilizadas para calcular uma arvore filogenética
pelo método de Neighbor Joining (NJ) [61] a partir dos dados do arquivo MS Excel.
Além disso, tal método calcula estimativas dos comprimentos dos ramos, os quais sao
proporcionais ao niumero de mudancgas ocorridas entre duas unidades taxonomicas, e

considera 6tima a &rvore que tiver a menor soma dos comprimentos dos ramos [61].

Assim, as comparagoes a serem feitas aqui sao as seguintes:

e para o conjunto Si:
— arvore espoligotipagem vs. arvore Orthologsorter
e para o conjunto Ss:

— arvore espoligotipagem vs. arvore Orthologsorter
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— arvore MIRU-VNTR vs. arvore Orthologsorter

— arvore espoligotipagem combinado com MIRU-VNTR, wvs. arvore Ortho-

logsorter

As arvores mostradas nas Figura 6.18 e 6.19 apresentam os resultados de espoli-
gotipagem e Orthologsorter, respectivamente, considerando o conjunto S, formado
pelas 10 cepas do complexo M. tuberculosis. Ressalta-se que no caso de Ortholog-
sorter, é necessaria a inclusao de um genoma externo ao grupo, que neste caso foi o

M. canettis.

Nota-se uma pequena diferenga na topologia da arvore de espoligotipagem e a sub-
arvore de Orthologsorter, excluindo o genoma externo, diferenca essa relacionada
a posicao relativa de M. tuberculosis F11. Entretanto, como observamos na Fi-

gura 6.20, todas as outras cepas foram agrupadas perfeitamente.
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0.05
M_tuberculosis_H37Ra

M_tuberculosis_H37Rv

M_tuberculosis_KZN_1435

M_tuberculosis_KZN_605

M_tuberculosis_KZN_4207

_ L—M_tuberculosis_F11

M_bovis_AF2122_97

M_bovis_BCG_Tokyo_172

M_bovis_BCG_Pasteur_1173P2

M_tuberculosis_CDC1551

Figura 6.18: Arvore resultante de espoligotipagem para o conjunto S;.
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0.001
M_tuberculosis_H37Ra

M_tuberculosis_H37Rv

—M_tuberculosis_KZN_1435

M_tuberculosis_KZN_605

M_tuberculosis_KZN_4207

-M_tuberculosis_F11

M_tuberculosis_CDC1551

—M_bovis_AF2122_97

M_bovis_BCG_Tokyo_172

M_bovis_BCG_Pasteur_1173P2

M_canettii_CIPT

Figura 6.19:

Arvore resultante de Orthologsorter para o conjunto Si.



Resultados e discussao 92

H37Ra H37Rv
KZN1435

KZNE05 H37Ra H37Rv
KZN 1435

KZN4207 KZNEe03

KZN4207

€DC1551 CDC1551

BOVIS
AF2122

BOVIS
AF2122

BOVIS BOVIS BOVIS BOVIS
Pasteur Tokyo Pasteur Tokyo

Figura 6.20: Arvore baseada em dados de espoligotipagem para o conjunto
S1(esquerda). Arvore construida pelo Orthologsorter para o conjunto Si(direita).

Para o conjunto Sy, as drvores mostradas nas Figuras 6.21, 6.22 e 6.23 apresentam os
resultados de espoligotipagem, MIRU-VNTR e uma combinag¢ao das duas técnicas,
respectivamente. Todas essas arvores devem ser comparadas a sub-arvore da arvore

Orthologsorter, mostrada na Figura 6.24, removendo o outgroup, M. canettii.

Nota-se total congruéncia entre as topologias em todas as comparacoes, mostrando
que a metodologia computacional aqui proposta pode ser aplicada perfeitamente a

determinacao da tipagem das cepas consideradas.

Outra observacao importante é que por vezes espoligotipagem e/ou MIRU-VNTR
nao sao capazes de diferenciar duas cepas. Como exemplo, vé-se que as cepas M.
tuberculosis H3TRv e M. tuberculosis H37Ra possuem exatamente o mesmo padrao
de espoligotipagem e MIRU, e portanto, nao sao discriminadas por tais técnicas,
como demonstram todas drvores construidas a partir de tais dados (Figuras 6.18
e 6.22). As cepas M. bovis BCG Tokyo 172 e M. bovis BCG Pasteur 1173P2 também
possuem o mesmo padrao de espoligotipagem, logo, nao sao diferenciadas nas arvores
construidas com dados de espoligotipagem (Figura 6.18). Situagao similar ocorre
para as cepas M. tuberculosis KZN 1435, 605 e 4207 (Figura 6.18).

Espera-se, a partir de uma andalise mais criteriosa (como a andlise feita no [99]) das
familias encontradas por Orthologsorter, que seja possivel obter tal discriminagao,
uma vez que a entrada para o Orthologsorter contém todas as proteinas preditas
em cada genoma. Mais ainda, as familias usadas pelo Orthologsorter na construgao
da arvore sao tais que apenas genes representativos estao presentes. Dessa forma, a

abordagem computacional torna-se promissora na discriminacao dos pares de cepas
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indistinguiveis para espoligotipagem e/ou MIRU, reforgando assim a efetividade da

abordagem computacional.

M_tuberculosis_H37Ra

M_tuberculosis_H37Rv

M_tuberculosis_KZN_1435

M_tuberculosis_KZN 605

M_tuberculosis_F11

M_bovis_BCG_Pasteur_1173P2

Figura 6.21: Arvore resultante de espoligotipagem para o conjunto Ss.
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0.05
M_tuberculosis_H37F§a

M_tuberculosis_H37Rv

——M_tuberculosis_KZN_1435

L—M_tuberculosis_KZN_605

M_tuberculosis_F11

M_bovis_BCG_Pasteur_1173P2

Figura 6.22: Arvore resultante de MIRU-VNTR para o conjunto Ss.
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0.05
M_tuberculosis_H37Ra

M_tuberculosis_H37Rv

—M_tuberculosis_KZN_1435

L—M_tuberculosis_KZN_605

M_tuberculosis_F11

M_bovis_BCG_Pasteur_1173P2

Figura 6.23: Arvore resultante da combinacao de Espoligotipagem e VNTR para o

conjunto Ss.
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0.001
M_tuberculosis_H37Ra

M_tuberculosis_H37Rv

M_tuberculosis_KZN_1435

M_tuberculosis_KZN_605

—M_tuberculosis_F11

M_bovis_BCG_Pasteur_1173P2

M_canettii_CIPT

Figura 6.24: Arvore resultante de Orthologsorter para o conjunto Ss.

6.3 Tempos de execucao

A configuragao da maquina utilizada foi: Intel Xeon Processador E5-2620 2.00GHz
64-bit com 6 cores, 24 threads, 64 GB de memoria RAM e 15 MB de memoria cache.

Os programas desenvolvidos foram escritos na linguagem Perl.

Na Tabela 6.5 a seguir é apresentado o tempo de execucao de cada ferramenta com-
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putacional utilizada no pipeline, descritas na Secao 5.1, para o complexo bacteriano

Muycobacterium usado nos resultados.

Tabela 6.5: Tempo de execucao de cada ferramenta computacional utilizada no

pipeline para o complexo bacteriano Mycobacterium usado nos resultados.

Mycobacterium
Conjunto Sy

Mycobacterium
Conjunto Sy

7 genomas 11 genomas

28011 genes 44058 genes
Blastp 3h07m06s 7h24m06s
OrthoMCL 20m27s 40m31s
Orthologsorter 0.154654s 0.194923s
MUSCLE 19m11s 21m30s
Gblocks 9s 10s
RAxML 5m44s 9mb50s
NJplot 0.00202s 0.00211s
total de tempo de execucao 3h52m37s 8h36m07s




Capitulo 7

Conclusao

Novas tecnologias de sequenciamento a baixo custo tém permitido o sequenciamento
completo do DNA de um nimero cada vez maior de organismos. FKEste trabalho
propos a utilizacao de uma abordagem estritamente computacional para a tipagem
de espécies de bactérias, para as quais se tem as sequéncias de proteinas preditas

nos genoias correspondentes .

Dados os conjuntos de proteinas preditas das espécies de interesse, a abordagem

consiste, de maneira simplificada, na execucao das seguintes etapas:

1. comparacao de todas essas proteinas preditas (“todas-contra-todas”);
2. agrupamento das proteinas em familias;

3. escolha de familias predominantemente formadas por genes ortélogos;
4. alinhamento de cada uma das familias escolhidas;

5. concatenacao de todos os alinhamentos; e

6. construcao de arvore filogenética das espécies de interesse.

A principal caracteristica da abordagem computacional é o fato de que, durante sua
execucao, é criada uma ferramenta web, denominada Orthologsorter, onde é possivel
realizar diversas buscas nas familias de proteinas a fim de explicar os relacionamentos

entre as espécies de interesse.

98
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Nossa abordagem apresenta como resultado nao apenas uma ferramenta web, mas
também uma arvore filogenética gerada a partir de uma busca especifica através do
Orthologsorter. O objetivo é mostrar, por meio da arvore filogenética obtida, as
relagoes de proximidade entre as espécies. Dessa forma é possivel, para bactérias

que ja foram sequenciadas e anotadas, auxiliar em tipagem ainda nao confirmada.

Os experimentos foram feitos com o uso de dois grupos de genomas. O primeiro
contém varios genomas do grupo Bacillus cereus, enquanto que o segundo contém ge-
nomas do grupo Mycobacterium. Para testar a efetividade da abordagem, comparou-
se os resultados obtidos, nominalmente as arvores obtidas para cada conjunto de ge-
nomas de entrada, com as respectivas arvores obtidas por técnicas utilizadas nesses
mesmo conjuntos. Como foi visto no Capitulo 6, o método apresentou resultados

equivalentes as técnicas conhecidas, o que mostra a sua efetividade.

A abordagem mostrou-se ttil nao somente para inferir relagoes filogenéticas entre
espécies proximamente relacionadas por meio da comparacao direta de proteinas,
solucionando restrigoes das técnicas de genotipagem comentadas, mas também para

inferir funcionalidades a partir de familias de proteinas ortélogas.

Com relacao aos custos, a abordagem é 1til e vantajosa mesmo quando nao se
dispoe das sequéncias proteicas preditas em algum banco de dados, pois atualmente
sequenciamentos de genomas completos custam bem menos que os equipamentos e
materiais necessarios as técnicas moleculares tradicionais. Além disso, as tecnolo-
gias de sequenciamentos seguem a tendéncia de automatizacao de processos, o que

implica menor esforco laborial para a obtencao de sequéncias bioldgicas.

Resultados preliminares deste trabalho foram publicados em [55, 58, 8], em 2012.

Trabalhos futuros

O pipeline proposto neste trabalho foi implementado de maneira que a busca es-
pecifica feita para a construcao da arvore filogenética selecione as familias contendo
exatamente uma proteina de cada genoma e no maximo uma proteina do organismo
externo ao grupo. Algumas vezes, encontrar familias de proteinas para o conjunto de

organismos de interesse é uma tarefa dificil. Com relacao a trabalhos futuros, uma
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possibilidade consiste no caso dessa abordagem nao conseguir recuperar familias
com essas caracteristicas, o pipeline entao relaxa gradativamente essas restrigoes,
permitindo, por exemplo, a presenca de mais de um gene dos genomas, até que se
consiga um numero expressivo de familias. Esse niimero poderé ser objeto de estudo

em trabalhos futuros.

Uma outra possibilidade consiste na verificagao da abordagem para grandes conjun-
tos de genomas filogeneticamente muito distantes. Considerando que a abordagem
computacional recebe como entrada sequéncias proteicas, tal proposta é viavel, ja
que proteinas tem sequéncias mais conservadas que o DNA ao longo do tempo evolu-
tivo em virtude de mudancas em suas sequéncias serem mais seriamente julgadas pela
pressao seletiva [61]. Logo, as sequéncias proteicas possuem muito provavelmente
evidéncias filogenéticas suficientes para a comparacao entre organismos distantes

filogeneticamente.

O pipeline recebe como entrada um conjunto de arquivos no formato fasta contendo
as proteinas preditas das espécies de interesse resultantes da anotagao. Desse modo,

uma possibilidade seria a inclusao da etapa de anotacao ao pipeline.

A arvore filogenética construida é apenas um subproduto do nosso pipeline, uma
vez que resulta de uma busca especifica feita no Orthologsorter e apresenta apenas
critérios basicos de filtragem pelo uso do Gblocks, bem menos sofisticados dos que
aqueles apresentados nas publicacoes descritas na Secao 4.3. Como trabalho fu-
turo complementar a este, pode-se sugerir a melhoria da arvore através de analises

estatisticas.

Por fim, o presente projeto tem como objetivo disponibilizar o pacote desenvolvido

no SourceForge.
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Orthologsorter User's Guide
Version 2.0

This document describes the Orthologsorter software.

With the development of genomic research and frequent discoveries of new organisms to be
studied, increases the necessity of tools that allow their detailed analyzes, beyond the storage and
management of large amount of information generated.

An essential step is the analysis of the biological sequences in order to obtain functional
characterizations and evolutionary details.

Orthologsorter is automatic pipeline which aims to compare and analyze bacterial genomes. The
program is based on the comparison of protein sequences in order to determine the typing of
bacteria.

The input to Orthologsorter is the set of predicted proteins of the species of interest and a
configuration file created by the user.

The output can be divided in two parts:

» The first consists of a web search tool, called Orthologsorter, allowing search a set of protein
families obtained by some method of clustering sequences in order to obtain functional and
evolutionary information of the analyzed species.

* The second is to construct a phylogenetic tree through of a specific search utilizing
Orthologsorter, contributing to the inference of the evolutionary history of the species
involved.

There are five overall stages:
* all-v-all Blastp -- alignment of the sequences so as to observe their level of similarity;
* the OrthoMCL program -- creates cluster of proteins;
*  MySQL -- creates a database;
* MUSCLE and Gblocks program -- The families of proteins are aligned by MUSCLE. Then,
each alignment is filtered by GBlocks; and
* PhyML and NJplot -- phylogenetic tree construction.

The flowchart is shown in the figure that follows.



fasta
{annotated genes from
variousgenomes)

concatenate
all files

— myproject.cf
createaligg.pl : _Vp ! ) &

all.blastp

OrtheMCL

all_orthomecl.out

P
fill_db.pl

ill_db.sql

=~ Orthologsorter
Web

Orthologsorter
internal

families

MUSCLE
each family

concatenate
all alignments

e ———
- . Newick - Whole
Niplot tree PhyML ; alignment

These stages are executed in a series of eight steps detailed in the Section 'Steps in detail'. Most
simply involve running a provided program. They are broken into steps for ease of backtracking and
recoverability.



(1) LINUX
* The Orthologsorter program has only been tested on LINUX.

(2) Relational Database
* The Orthologsorter program runs in a relational database. Supported vendor is:
°o MySQL;
* If you don"t already have installed, install MySQL, which can be done for free and without
significant systems administration support.

(3) Perl
» standard perl;
e DBI libraries;
e BioPerl libraries;

(4) Hardware
* The hardware requirements vary dramatically with the size of your dataset.

(5) Apache
* The Apache HTTP Server, commonly referred to as Apache, is a web server software.

Copy the orthologsorter tgz file to a directory that is accessible from your computer. To extract .tgz
files. Use this command to unpack the tgz files:
$ tar -zxvf orthologsorter_2.0.tgz

The Orthologsorter takes as input the fasta files (.faa) and a configuration file. These files must
follow the format described below.

» fasta files (.faa)
Input files must be in FASTA format. Each sequence starts with an annotation line, which is
recognized by having a greater-than symbol ">" as its first character. The sequence itself follows on
one or more subsequent lines, and is terminated either by the next annotation line or by the end of
the file. The input file consists of amino acids sequences. The standard single-letter amino acid
alphabet is used.



Example:

>gi|229015392|ref|ZP_04172400.1| hypothetical protein bmyco0001_57200 [Bacillus mycoides DSM 2048]
MSRFIAKQIIINDRFLALIFGETDMKNKNIEVPDIRKNGIT

>gi|229015391|ref|ZP_04172399.1| hypothetical protein bmyco0001_57210 [Bacillus mycoides DSM 2048]
MVGSFVSYTNEASTEFTYNNPLYFWKGFFFIQIIPLFVLFVALIWWFIRKGKEKIDT

* configuration file

The configuration file, called "myproject.cfg", provided by the user, is used in the pipeline during
execution. First, is described project title. Then, a genome is described by line. In the first column is
used "1" if the genome is ingroup or "0" if outgroup. In the second column is used to "0" if the
genome is available at NCBI or "1" otherwise. In the third column is described name of the genome
separated by the symbol "_" and, in the fourth column, the genome information, separated by a
space. Furthermore, the user must provide the url where the directories cgi-bin and /var/www are
available.

Example:

#Project title
<i>Bacillus cereus</i> FT9 genomics

#Genomes information

0 Bacillus_anthracis_AE016879 Bacillus anthracis AE016879
1 0 Bacillus_cereus_ ATCC_10987 Bacillus cereus ATCC 10987
1 0 Bacillus_cytotoxicus_ NVH_391_98 Bacillus cytotoxicus NVH 391 98
1 0 Bacillus_mycoides_DSM_2048 Bacillus mycoides DSM 2048
1 0 Bacillus_pseudomycoides_DSM_12442 Bacillus pseudomycoides DSM 12442
1 0 Bacillus_weihenstephanensis_KBAB4 Bacillus weihenstephanensis KBAB4
0 0 Bacillus_pumilus_SAFR_032 Bacillus pumilus SAFR 032

#url
http://pacu.facom.ufms.br

This is an overview of the eight steps to run orthologsorter. Details are in the next sections.

All programs except MySQL Server, Apache and Perl are provided as part of the Orthologsorter download.
(1) install and configure the Orthologsorter suite of programs.

(2) create the project directory and upload the fastas files (.faa).

(3) configure Orthologsorter by creating the <myproject>.cfg file.

(4) run createDatabase.pl to create a sql script that loads the data into the database.

(5) logged in to MySQL, execute the sql script created in the previous step to create and load the database
used in the project.

(6) run createOrthologsorter.pl to create a web page and a phylogenetic tree.
(7) create a project folder in the cgi-bin directory of the local machine.

(8) create a project folder in the /var/www/ directory of the local machine.



We recommend you save the output of each step so that you can easily redo it if things go wrong.

- orthologsorter_2.0.tgz
Output:
- bin directory of executable programs
- doc directory of documentation files
- projects directory to store project data
- scripts directory to run the orthologsorter
- createDatabase.pl file
- createOrthologsorter.pl file
- README

Use this command to unpack the tgz files:
$ tar -zxvf orthologsorter_2.0.tgz

The result will be this:
orthologsorter/
bin/
blast/
command_line_njplot/
gblocks/
muscle/
orthomcl/
phyml/
doc/
example.cfg
Orthologsorter_UserGuide.txt
projects/
scripts/
create_tables_from_faa.pl
edit_fastas.pl
fill_db.pl
generate_call_web_blast.pl
generate_html.pl
generate_list_singletons.pl
generate_orthologsorter.pl
orthomcl2fastas.pl
web_blast.pl
createDatabase.pl
createOrthologsorter.pl
README

Enter in the orthologsorter directory.
$ cd orthologsorter_2.0

IMPORTANT: The next steps must be run from the orthologsorter directory. When you find <myproject>,
change by the project name replacing blanks by underline.



========== Step 2: Upload the fastas files (.faa) ========
Create a directory to store the project data, replacing <myproject> by the name of their project. Run the
following command:

$ mkdir projects/<myproject>

Create a directory to store the fastas files. Run the following command:
$ mkdir projects/<myproject>/fastas

In this directory "projects/<myproject>/fastas", uploads the fastas files (.faa) of the genomes to be analyzed.

========== Step 3: configure Orthologsorter ========
Create the <myproject>.cfg file in the following directory "projects/<myproject>".

The <myproject>.cfg file is used to get settings of the Orthologsorter program during its execution.

The example of the <myproject>.cfg file can be viewed in the doc directory.

- projects/<myproject>/<myproject>.cfg

- fasta files as acquired from the genome resource (projects/<myproject>/fastas)
Output:

- temporary directory (projects/<myproject>/temp)

- log directory (projects/<myproject>/temp/log)

- projects/<myproject>/temp/gitoid.txt

- projects/<myproject>/fastas/all.fasta

- projects/<myproject>/temp/blast/all.blastp

- projects/<myproject>/temp/orthomcl/all.gg

- projects/<myproject>/temp/orthomcl/all_orthomcl.out

- projects/<myproject>/temp/MySQL/fill_db.sql

First, this step checks the fastas files and edits to a standard. If the fasta file isn't standardized, the gitoid.txt
file (projects/<myproject>/temp) is created. In this file can be obtained a relationship between the old ID
number and the new ID number of each gene in the genome.

Second, create the "all.fasta" file. This file contains the annotated genes of all organisms analyzed.
Concatenates the ".faa" files in a single file, called "all.fasta".

It created the log directory where are stored the logs of each program.

After, generate the "all.gg" file. This file contains a list of genomes with the identification numbers of the
genes of this organism. This file is required to run the OrthoMCL program.

Then run the Blastp and OrthoMCL programs. The Blastp and OrthoMCL output, called "all.blastp" and
"all_orthomcl.out" respectively, are parsed and the input files mentioned above are analyzed in order to
create a script to build a database, called "fill_db.sql".

IMPORTANT: If you already have the output of Blastp, rename your file to “all.blastp” and store it in the
directory “orthologsorter/projects/<myproject>/temp/blast/”. Similarly, if you already have the output of
OrthoMCL, rename your file to “all_orthomcl.out” and store it in the directory
“orthologsorter/projects/<myproject>/temp/orthomcl/”.

Use the createDatabase script as described below.

$ perl createDatabase.pl <myproject>



- projects/<myproject>/temp/MySQL/fill_db.sql
Output:
- database

Log in MySQL as root by running the commands below in order to create and load the database used in the
project.

$ MySQL -u <user> -p
$ source ./projects/<myproject>/temp/MySQL/fill_db.sql

$ exit

- projects/<myproject>/<myproject>.cfg
- projects/<myproject>/temp/orthomcl/all_orthomcl.out
- projects/<myproject>/fastas/all.fasta
Output:
- projects/<myproject>/results/www/orthologsorter/index.html
- fastas of families directory (projects/<myproject>/results/www/orthologsorter/fastas_of_families)
- projects/<myproject>/results/cgi-bin/call_web_blast.pl
- projects/<myproject>/results/cgi-bin/list_singletons.pl
- projects/<myproject>/results/cgi-bin/orthologsorter.pl
- muscle output directory (projects/<myproject>/temp/muscle_output)
- paths file (bin/gblocks/paths)
- gblocks output directory (projects/<myproject>/results/www/orthologsorter/gblocks_results)
- phyml output directory (projects/<myproject>/temp/phyml)
- <myproject>.pdf (projects/<myproject>/results/tree)

First, through the script "generate_html.pl", creates a web page where the biologist can make searches in the
set of protein families obtained by OrthoMCL in order to obtain functional and evolutionary information of
the analyzed species.

Through the script "orthomcl2fastas.pl" is generated the file in the format fasta of each proteins family.

Through the script "generate_call_web_blast" is generated the "call_web_blast.pl" file. The "web_blast.pl"
and "call_web_blast.pl" files are used to run the online Blastp of a gene against the base nr of the GenBank.

The "list_singletons.pl" file, generated by script "generate_list_singletons.pl”, is used for listing of the
protein sequences that do not belong to any of the proteins family of a genome.

The "orthologsorter.pl" file, generated by script "generate_orthologsorter.pl”, is used to show the search
result accomplished in the set of protein families.

After, run the MUSCLE and Gblocks programs. The "paths" file contains a list with the names of the output
files of the MUSCLE, used in the execution of the Gblocks.

Then parses MUSCLE and Gblocks output and concatenates all alignments in a single alignment by creating
the Fams.phyrel file. Fams.phyrel file is used as input for the PhyML program that provides a phylogenetic
tree, in the Newick format, of the species analyzed. This file, in the Newick format, is read by the NJplot
program to draw any binary tree expressed in the standard phylogenetic tree format, called
"<myproject>.pdf".



Use the createOrthologsorter script as described below.
$ perl createOrthologsorter.pl <myproject>
========== Step 7: cgi-bin ========
IMPORTANT: The commands below must be run as root.
Creates a project folder in the cgi-bin directory of the local machine.
$ mkdir <path/cgi-bin>/<myproject>
Run the command below to copy the files to the cgi-bin directory on the local machine.
$ cp ./projects/<myproject>/results/cgi-bin/* <path/cgi-bin>/<myproject>
========== Step 8: www ========
IMPORTANT: The commands below must be run as root.
Creates a project folder in the /var/www directory of the local machine.
$ mkdir <path/var/ww/>/<myproject>
Run the commands below to copy the files to the /var/www/ directory on the local machine.

$ cp -r ./projects/<myproject>/results/www/orthologsorter <path/var/ww/>/<myproject>

———————=—==—= Using Onhologsoner ==

Now you can access Orthologsorter by your browser through the link below.
http://<domain>/<myproject>/orthologsorter/

For example, given the domain 'http://pacu.facom.ufms.br/' and the project name 'cereus' the link would be:
http://pacu.facom.ufms.br/cereus/orthologsorter/

The phylogenetic tree generated, called '<myproject>.pdf', is available in the following directory:

projects/<myproject>/results/tree/<myproject>.pdf

Narielly Calista Farias, naryfarias@gmail.com

School of Computing - Facom
Federal University of Mato Grosso do Sul
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