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RESUMO

Grande parte dos estudos evolutivos para inferir ancestralidade sdo conduzidos
utilizando apenas alguns genes mitocondriais. Filogenias baseadas em um unico
gene podem nao conter informagdes suficientes para construir histéria evolutiva
de determinados organismos. Utilizar genomas mitocondriais completos para
analises evolutivas fornecem mais informagdes que a utilizagcdo de proteinas
individuais, porém, dependendo do numero de organismos, gera alto custo
computacional. Ndo existem propostas até o momento referentes a filogenias
derivadas de proje¢cdes em espagos vetoriais com redugdo de dimensido que
representem o proteoma de organismos. A abordagem proposta neste trabalho,
desenvolvida em ambiente MatLab® ¢é inovadora e resolve problemas associados
ao custo computacional na execugao de filogenias. Utilizando os dados de 6.811
organismos depositados no RefSeq, realizamos inicialmente a clusterizagdo dos
dados, utilizando a ferramenta RAFTS3groups. Apos tratamento dos dados,
propomos uma estratégia de representacdo vetorial baseada em k-mers
espacgados, utilizando janela deslizante com tamanho de 5 aminoacidos com 1
descontinuado. A partir disso, foi gerada uma matriz de co-ocorréncia de 400x400
para cada organismo, representando o proteoma mitocondrial. Esta matriz foi
disposta em um vetor de 160.000 atributos, o qual é utilizado para gerar
representacdes vetoriais com reducdo de dimensdao de 100, 400 e 800
coordenadas. Essas vetorizagbes séo representadas em arvores filogenéticas e
comparada com filogenia de alinhamento. Elaboramos um algoritmo baseado em
UPGMA para realizar arvores filogenéticas e analisamos o proteoma mitocondrial
dos Jakobidas e dos Hominidios. A estratégia de extracdo de atributos e
representacdo vetorial do proteoma se mostrou eficiente para evidenciar relagoes
de parentesco, sendo as filogenias vetorizadas correlacionadas com a filogenia de

alinhamento.

Palavras-chave: Proteoma Mitocondrial, Filogenia, Bioinformatica.



ABSTRACT

Much of the evolutionary studies to infer ancestry are conducted using only a few
mitochondrial genes. Phylogenies based on a single gene may not contain enough
information to construct evolutionary history of certain organisms. Using complete
mitochondrial genomes for evolutionary analysis provides more information than
the use of individual proteins, however, depending on the number of organisms, it
generates a high computational cost. There are no proposals to date regarding
phylogenies derived from projections in vector spaces with size reduction that
represent the proteome of organisms. The approach proposed in this work,
developed in MatLab® environment, is innovative and solves problems associated
with computational cost in the execution of phylogenies. Using data from 6,811
organisms deposited in the RefSeq, we initially performed data clustering using
the RAFTS3groups tool. After data processing, we propose a vector
representation strategy based on spaced k-mers, using sliding window with size of
5 amino acids with 1 discontinued. From this, a co-occurrence matrix of 400x400
was generated for each organism, representing the mitochondrial proteome. This
matrix was arranged in a vector of 160,000 attributes, which is used to generate
vector representations with size reduction of 100, 400 and 800 coordinates. These
vectorizations are represented in phylogenetic trees and compared with phylogeny
of alignment. We developed an algorithm based on UPGMA to perform
phylogenetic trees and analyzed the mitochondrial proteome of Jakobids and
Hominids. The strategy of attribute extraction and vector representation of the
proteome proved to be efficient to evidence kinship relations, with the phylogenies

vectored correlated with the phylogeny of alignment.

Keywords: Mitochondrial Proteome, Phylogeny, Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

As mitocéndrias s&o organelas citoplasmaticas alongadas responsaveis
principalmente pela producédo de adenosina-trifosfato (ATP), presentes em células
eucaridticas. Essas organelas possuem genoma proprio, podendo variar sua
composicdo, estrutura e numero de copias dependendo do organismo (ZAHA;
FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Segundo a teoria endossimbidtica, as mitocéndrias evoluiram a partir de
uma alfa-preteobactéria que foi fagocitada por uma célula de um organismo
eucaridtico primitivo, que com o decorrer do tempo, a relacdo de simbiose
estabelecida entre organismo e hospedeiro, tornou-se irreversivel (GRAY et al.,
1999). O momento de aquisicdo das mitocdndrias durante o processo evolutivo
dos eucariotos ainda é debate no meio cientifico (GRAY, 2015; PITTIS;
GABALDON, 2016; DEGLI ESPOSTI, 2016).

Com o surgimento da Bioinformatica, grandes volumes de dados de
sequéncias biolégicas puderam ser explorados com maior facilidade. Os estudos
evolutivos possibilitaram a representacdo de varias classes de organismos bem
como a inferéncia da historia evolutiva, por meio da construcido de arvores
filogenéticas (MENG et al., 2015). Esses estudos em eucariotos sdo conduzidos
utilizando preferencialmente o DNA mitocondrial (mtDNA) por conta de duas
caracteristicas importantes: a heranga materna mitocondrial em mamiferos e a
alta taxa de mutagdo quando comparada com o DNA nuclear (MORITZ et al.,
1987).

Grande parte dos estudos evolutivos utilizam apenas alguns genes
mitocondriais para verificar ancestralidade, como por exemplo o gene 16S, CYTB
e COX1 (MEYER 1994; HEBERT et al., 2003). Porém, filogenias baseadas em um
unico gene podem né&o conter informagdes suficientes para construir uma histéria
evolutiva de determinados organismos, tendo em vista as diferentes taxas de
evolugdo e transferéncia horizontal de genes (OTU; SAYOOD, 2003). Utilizar
genomas mitocondriais completos para analises evolutivas fornecem mais
informagdes que a utilizagdo de proteinas individuais (GRAY et al., 1999; BURKI,
2014; HUG et al., 2016).

Os principais métodos utilizados em filogenia sdo baseados em

alinhamento multiplo, o que gera uma alta complexidade computacional. Esses
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meétodos se tornam inviaveis quando existe a necessidade de analise de genomas
completos (OTU; SAYOOD, 2003; SONG et al., 2013; VINGA, 2014; BRINDA;
SYKULSKI; KUCHEROQV, 2015).

O acumulo de genomas mitocondriais depositados nos bancos de dados
biolégicos gera oportunidades para estudar os reinos eucarioticos ao longo da
historia evolutiva mitocondrial, e quando associados com métodos de mineragao
de dados, resulta em analises ricas em conteudo (GRAY, 2015). A construgao de
novas ferramentas de bioinformatica exige um grande conhecimento em
linguagem de programacdo. A manipulacdo de dados genéticos utilizando o
MatLab®, segundo as experiéncias obtidas pelo nosso grupo de estudo, otimiza
resultados de qualquer analise, por conta do grande numero de recursos
algoritmicos disponiveis, além da possibilidade de trabalhar com matrizes e
vetores.

Tendo como fundamento a inviabilidade do alinhamento multiplo
sequéncias grandes e no alto custo computacional que a utilizagdo de genomas
completos exige para este propdsito, o objetivo deste estudo foi identificar analisar
o proteoma mitocondrial por meio de técnicas de mineracdo de dados e
desenvolver um método de representacao de sequéncias proteicas que melhore
reconstrugdes filogenéticas.

Para isso, utilizamos a ferramenta de clusterizacdo RAFTS3groups,
desenvolvida pelo grupo, para extrair informacdes relevantes sobre o proteoma
mitocondrial, valendo-se de todos os genomas mitocondriais encontrados no
banco de dados NCBI Reference Sequences (RefSeq). Definimos uma estratégia
de representacédo vetorial dos proteomas, implementada em k-mers espagados
(BODEN et al., 2013; LEIMEISTER et al., 2014; HORWEGE et al., 2014). Com a
construcao dos vetores contendo a informagdo dos proteomas mitocondriais,
filogenias foram inferidas utilizando o método UPGMA (MICHENER; SOKAL,
1957), como forma de validar a representagao proposta neste trabalho.

Quanto a manipulagdo de grandes volumes de dados com esforgo
computacional reduzido, ndo existe até o momento publicacbes referentes a
filogenias derivadas de projecbes em espagos vetoriais que representem o
proteoma de organismos, tampouco filogenias com redugdo de dimensdo de
vetores. A abordagem proposta neste trabalho € inovadora e resolve problemas
associados com falta de agilidade na execugé&o de arvores filogenéticas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MITOCONDRIA

Mitocéndrias sdo organelas alongadas presentes no citoplasma de células
eucarioticas. Grande parte das reagbes quimicas do organismo ocorrem nas
mitocdndrias, sendo a fosforilagdo oxidativa a principal fungéo da organela, crucial
para a funcionalidade da célula e do organismo (NELSON; COX, 2014). A figura

abaixo (FIGURA 1) representa um esquema da estrutura mitocondrial.

FIGURA 1 - MITOCONDRIA E SEUS COMPONENTES PRINCIPAIS

Espaco entre as Membrana
membranas externa
externa e interna
Membrana Cristas

interna

Ribossomos | Matriz

Molécula de DNA

FONTE: Adaptado de JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005.
NOTA: Descrigéo da figura — APENDICE 1.

Essas organelas possuem genoma proéprio, que é diferente dos genomas
nucleares em eucariotos. Neste genoma extranuclear, os genes séo relacionados
com a principal fungéo da organela, que é a producao de ATP (ZAHA; FERREIRA;
PASSAGLIA, 2014).
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2.2.1 Cadeia transportadora de elétrons e fosforilagdo oxidativa

Para as células conseguirem realizar suas atividades necessitam de
energia disponivel. Essa energia € proveniente da quebra das ligagées quimicas
dos carboidratos e das gorduras (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). A glicdlise, a
via inicial para a quebra de carboidratos, ocorre no citossol e produz pouco ATP,
sendo insuficiente para manter os todos os processos metabdlicos em grande
parte dos organismos (HUTTEMANN et al., 2007). Todas as atividades de
decomposi¢édo de carboidratos e acidos graxos convergem para a etapa final da
fosforilagao oxidativa.

A fosforilagdo oxidativa tem inicio com a entrada dos elétrons na cadeia
transportadora de elétrons, denominada cadeia respiratoria (NELSON; COX,
2014). Esta etapa fornece 15 vezes mais ATP que a glicolise (HUTTEMANN et al.,
2007). Para a energia ser utilizada, a produgao deve ocorrer de forma gradual, por
meio do transporte de elétrons através dos varios transportadores presentes na
membrana interna mitocondrial, que compdéem a cadeia transportadora de
elétrons (COOPER, 2000).

Existem quatro complexos proteicos que servem como transportadores de
elétrons, capazes de aceitar ou doar elétrons: Complexo | (NADH-desidrogenase),
Complexo Il (succinato desidrogenase), Complexo Il (citocromo oxirredutase), e
Complexo IV (citocromo c¢ oxidase). Um quinto complexo proteico, denominado
ATP sintetase, realiza a conversao de ATP (COOPER, 2000).

A energia liberada pelo transporte de elétrons através dos quatro primeiros
complexos proteicos é utilizada para bombear prétons da matriz mitocondrial para
0 espaco intermembranoso, produzindo um gradiente de prétons. Esse gradiente
auxilia na catalise rotacional gerada pela corrente de prétons através de uma
subunidade do complexo V, levando a sintese de ATP (NELSON; COX, 2014).

Este processo é representado na FIGURA 2.
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FIGURA 2 - REPRESENTAGAO DA CADEIA TRANSPORTADORA DE ELETRONS E
FOSFORILACAO OXIDATIVA
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FONTE: NELSON; COX (2000, p 748).
NOTA: Esquematizacdo dos cinco complexos proteicos presentes na membrana interna
mitocondrial.

Além da fosforilagao oxidativa, as mitocdndrias ainda estdo relacionadas
com o ciclo de Krebs, processo de apoptose, envelhecimento celular e B-oxidagao
de acidos graxos (NELSON; COX, 2014).

A B-oxidacdo de acidos graxos, apoptose desregulada, bem como a falta
de energia celular, desencadeiam mutacbées nos genes mitocondriais
(HUTTEMANN et al., 2007). Essas mutagdes estdo relacionadas com diversas
patologias, entre elas: perda auditiva, doenga de Alzheimer e diabetes mellitus
(ALCOLADO; THOMAS, 1995; GRAZINA et al., 2006; VIVERO et al., 2013).

2.2 CARACTERISTICAS DO GENOMA MITOCONDRIAL

O genoma mitocondrial € uma molécula, na maioria das vezes, circular em
DNA dupla fita. Cada mitocdndria possui aproximadamente cinco copias deste
DNA, variando em numero de cépias, tamanho e composi¢cao génica de espécie
para espécie (NELSON; COX, 2014).

O conteudo génico do genoma mitocondrial de eucariotos ndo esta

diretamente relacionado com o tamanho do genoma, sendo variavel o numero de
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proteinas e RNAs codificadores em cada espécie (SNUSTAD; SIMMONS, 2001).
Diferentemente da maioria dos eucariotos, em alguns vegetais, fungos e
leveduras, por exemplo, o mtDNA possui introns (GRAY, 2015).

Acreditava-se que o mtDNA de humanos apresentavam 37 genes, que
codificavam para apenas 13 proteinas componentes da cadeia respiratéria, além
de 2 rRNAs de 12S e 16S e 22 tRNAs. Porém, um peptideo denominado Humanin
foi descoberto ha alguns anos no genoma mitocondrial humano, localizado no
rRNA 16S (HASHIMITO et al., 2001; GUO et al., 2003). Este peptideo, que tem
apenas 21 aminoacidos se traduzido dentro da mitocéndria e 24 aminoacidos se
traduzido no citosol, apresentou efeitos neuroprotetores, sendo capaz de suprimir
a morte dos neurénios em casos de doenca de Alzheimer (XIAO et al., 2016). A
FIGURA 3 apresenta o mapa do genoma mitocondrial humano, contendo 16.569

pb (pares de bases) e 14 proteinas codificadas.

FIGURA 3 - MAPA DO GENOMA MITOCONDRIAL HUMANO

Human

Mitochondrial DNA
16, 569bp

FONTE: XIAQ et al. (2016).
NOTA: Descri¢ao da figura — APENDICE 2.

Apesar do pequeno numero de proteinas codificadas pelo genoma
mitocondrial, calcula-se que aproximadamente 1.500 proteinas, diferentes das

proteinas de origem citoplasmatica, auxiliam na manutencao e funcionamento das
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mitocdndrias dos mamiferos. O genoma mitocondrial codifica uma pequena fragéo
das proteinas totais sintetizadas pelo organismo de eucariotos. O menor genoma
mitocondrial ja identificado € o do Plasmodium falciparum, que codifica para
apenas 3 proteinas, enquanto o maior genoma codifica para 72 proteinas,
presentes na mitocondria do Andalucia goyodi. O restante do genoma necessario
para a manutencido da mitocéndria € codificado pelo nucleo e importadas do
citossol para a mitocéndria (KANNAN; ROGOZIN; KOONIN, 2014).

O cdédigo genético do mtDNA é ligeiramente diferente do codigo genético
universal. Existem alguns cédons especificos de inicializacdo e parada, além de
cédons que representam aminoacidos diferentes dos cddons do codigo universal,
dependendo do organismo. Por exemplo, no genoma mitocondrial, o cédon UGA
dara origem ao aminoacido triptofano, ao passo que, no genoma universal, o
cédon UGA representa um codon terminal e o triptofano é representado pelo
cédon UGG. O aminoacido metionina de codon AUG, sinaliza o inicio de uma
proteina no codigo usual, no mitocondrial pode ser sinalizado também pelo cdédon
AUA. O cédon AUA no cédigo universal representa uma isoleucina (NCBI, 2017).
Sendo assim, caso 0s genes mitocondriais sejam transferidos para o genoma
nuclear, serdao traduzidos com erros, pois os ribossomos do citosol utilizam o
cédigo genético padrao (KANNAN; ROGOZIN; KOONIN, 2014).

Os erros de traducédo podem ser corrigidos por meio da edicdo do RNA,
processo bastante comum que foi descoberto primeiramente nas mitocéndrias. O
processo de edicdo consiste na substituicdo ou inser¢cao pds-transcricdo de
bases, sendo a substituicdo mais frequente de citosina (C) para uracila (U). O
processo de insercao de bases é extremamente raro (MOREIRA et al., 2016).

A analise do mtDNA é empregada principalmente para estudos evolutivos,
populacionais e de parentesco, pois a principal caracteristica da mitocondria em
metazoarios € a sua heranga materna. As mitocondrias s&o originadas do 6vulo,
pois 0 gameta masculino tem de citoplasma com numero reduzido de
mitocéndrias (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). Dessa forma, apenas alteragbes
mitocondriais originarias do gameta feminino sdo passadas para a prole
independente do sexo (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013).

Com o processo evolutivo, as mitocondrias perderam parte de seu genoma
que foram incorporadas ao nucleo das células hospedeiras, por meio de

transferéncia horizontal, sendo um processo onde um determinado organismo
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transfere seu material genético para outro organismo que nao € seu descendente
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). No entanto, o mecanismo de
transferéncia de heranga é complicado, pois alguns genes mitocondriais, para
serem expressos, dependem da interagdo com genes presentes no nucleo
(BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013).

2.2.1 Teoria endossimbidtica

Segundo a teoria endossimbiotica existem evidéncias que as mitocéndrias
surgiram a partir de uma alfa-proteobactéria fagocitada por uma célula primitiva
anaerdbia e, por meio do englobamento da bactéria e estabelecimento de
simbiose entre bactéria e hospedeiro, com o passar do tempo, essa relacio
tornou-se irreversivel (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

O periodo de aquisicao da mitocéndria no decorrer da histéria evolutiva dos
eucariotos ainda é motivo de debate no meio cientifico (PITTIS; GABALDON,
2016; DEGLI ESPOSTI, 2016). Existem duas teorias em relagédo ao hospedeiro
endossimbionte: A primeira hipétese postula que o hospedeiro era uma arqueia
com caracteristicas eucariéticas ja desenvolvidas, incluindo a capacidade
fagocitaria; A segunda hipotese afirma que o hospedeiro arqueano desenvolveu
suas caracteristicas eucaridticas apos a fagocitose (KANNAN; ROGOZIN;
KOONIN, 2014).

Recentemente Pittis e Gabaldén (2016) encontraram evidéncias da
aquisicdo tardia das mitocdndrias, ou seja, o hospedeiro ja possuia
desenvolvimento do sistema de endomembranas e caracteristicas eucariéticas,
nao sendo um organismo tao primitivo, como a segunda hipotese prega. Porém,
para o meio cientifico, este fato ainda nao esta consolidado, tendo em vista as
divergéncias de opinides entre pesquisadores (GRAY, 2015; PITTIS, GABALDON,
2016; DEGLI ESPOSTI, 2016).
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2.3 OBTENGAO DE GENOMAS

Diversas sado as informagdes relevantes que podem ser extraidas do
miDNA. A interpretagcdo dos dados de genoma mitocondrial é facil quando se
utilizam softwares atuais de bioinformatica. Para realizar a obtencdo de qualquer
genoma, sendo ele mitocondrial ou ndo, é necessario passar pelas etapas de

sequénciamento, anotagédo e montagem gendmica.

2.3.1 Sequénciamento genémico

A primeira etapa para a obtengdo de um genoma é o sequénciamento.
Anteriormente aos avangos tecnologicos, os genomas eram obtidos pelo método
de Sanger, que consistia em obter pequenos trechos de DNA, conforme o
tamanho do vetor no qual era clonado. Nas técnicas utilizadas atualmente ndo ha
mais a necessidade da fase de clonagem (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA,
2014).

Algumas tecnologias de sequenciamento de DNA de ultima geracédo sao
capazes de fornecer milhares de pares de bases por corrida, informagdes que séo
muito maiores que as geradas pelo sequenciamento de Sanger. A exemplo disso,
temos a plataforma 454 (Roche), Solexa (lllumina), SOLID System (Applied
Biosystems) e tSMS (Helicos) que sao utlizadas amplamente. Esses
equipamentos quando comparados com o sequénciamento de Sanger séo
rapidos e possuem menores custos (CARVALHO; SILVA, 2010).

2.3.2 Montagem genbmica

A montagem gendmica, € realizada por meio de agrupamento, onde
sequéncias do DNA sado compiladas levando em considerag¢ao a similaridade dos
fragmentos, denominados contigs, que sao gerados no processo de
sequenciamento. Utilizam-se programas de Bioinformatica para realizar o
alinhamento dos contigs, a fim de reconstruir o genoma original (TROY et al.,
2001).
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Existem programas que realizam a montagem gendmica, utilizando
diferentes tipos de algoritmos para obter a ordem das sequéncias do DNA.
Mesmo varios programas disponiveis, ainda existem problemas que podem
ocorrer durante a montagem como agrupamentos repetidos, regides com baixa
qualidade de sequenciamento, etc (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Os métodos baseados na identificagdo de sequéncias homodlogas de outros
genomas sao confiaveis. As informagdes obtidas por meio da anotagcdo séo
utilizadas para mineragdao dos dados em banco de dados publicos, comparando
com genes ja existentes, a fim de finalizar a montagem de forma correta. Deve-se
considerar a utilizagdo de ferramentas de bioinformatica de forma integrada, de
modo que favorega e facilite a verificagdo de dados importantes (TROY et al.,
2001).

2.3.3 Anotagéao gendmica

A pesquisa por similaridade de sequéncias é o proximo passo, denominada
anotagcdo gendmica. Segundo Stein (2001), a anotagdo gendémica possui trés
categorias que se destacam por serem as mais importantes: Anotagdo em nivel
de nucleotideos, ou seja, quais séo os nucleotideos presentes nas sequéncias;
anotacdo em nivel de proteinas, que determina quais proteinas estdo presentes
nos genes; e anotacdo em nivel de processo, definindo qual sera a fungao das
proteinas no organismo.

De acordo com Yandell e Ence (2012), anotagdes de genoma equivocadas
podem arruinar outras montagens que se baseiam nela, tendo em vista que
futuras pesquisas serdo baseados nessas anotagdes. Portanto, esta etapa deve
ser de alta qualidade, para que se possa identificar corretamente os principais
genes e seus produtos, evidenciando as caracteristicas do genoma em particular
(STEIN, 2001).
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2.4 BANCOS DE DADOS DE GENOMAS MITOCONDRIAIS

Como consequéncia do numero crescente de analises genéticas que
geram inumeros dados, foram criados bancos de dados biolégicos publicos, os
quais armazenam sequencias genéticas. Estes repositorios contém arquivos de
sequéncias genéticas em formato unico (fasta) ou multiplo (multifasta). As
informacgdes das sequéncias genéticas sao disponibilizadas juntamente com os
cabecalhos, os quais contém informagdes importantes, tais como: identificagao do
organismo e do gene/proteina e o numero de acesso a sequéncia (MOHAMMED
et al.,, 2012).

Com as técnicas avangadas de sequenciamento, o niumero de submissdes
de genomas completos nas bases de dados publicos nos ultimos anos aumentou
muito (O’LEARY et al., 2016). Existem hoje, varios bancos de dados biologicos
com informagdes mitocondriais, porém poucos sao especificos a esta organela.

O NCBI é uma divisdo da Biblioteca Nacional de Medicina localizada nos
Estados Unidos na National Institutes of Health (NIH) que fornece publicamente
dados de sequéncias biolégicas sem custo, além da incorporagdo inumeros
recursos (PRUITT et al.,, 2005). O GenBank, RefSeq e Organelles Genome
Resources sao alguns dos bancos de dados do NCBI que possuem genomas
mitocondriais.

O GenBank é um banco de dados de sequéncias nucleotidicas e
anotagdes bibliograficas de apoio. E um banco abrangente (BENSON et al.,
2013), que possui uma grande importancia para a comunidade cientifica, devido
sua extensdo de dados e estatisticas sobre diversos aspectos de genomas
(SMITH, 2016). Porém, mesmo sendo o banco mais utilizado e por ndo ser
curado, o GenBank necessita de uma maior mineragao de dados quando referido
a alguns tipos de genomas, como o mtDNA (YAO et al., 2009; SMITH, 2016).

O RefSeq (Reference Sequences) € um banco de dados de sequéncias de
nucleotideos e proteinas com recurso correspondente e anotagado bibliografica.
Este banco compreende dados selecionados do GenBank, que passam pelo
processo de curadoria. As anotacdes do RefSeq possuem varias fontes
disponiveis no GenBank, incluindo a submissédo original e pesquisadores que
desenvolveram a anotagdo gendmica, além da analise computacional
desenvolvida pelo grupo do NCBI (PRUITT et al., 2005). E um banco de dados
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nao redundantes, que fornece dados melhorados de sequéncias representativas
redundantes do GenBank (O’LEARY et al., 2016).

O NCBI fornece a maior parte das anotagdes do RefSeq para o Organelle
Genome Resources, outro banco de dados integrado onde €& possivel realizar
pesquisas de sequéncias bioldgicas de organelas. A anotagdo de genomas
mitocondriais de mamiferos € complementada com a curadoria manual (O’LEARY
et al., 2016).

Um dos bancos de dados de genoma de organelas mais utilizados é o
GOBASE (O’BRIEN et al., 2003), porém, este banco encontra-se desatualizado.
As informacdes contidas neste banco de dados foram fundamentais para o campo
da gendmica comparativa, facilitando pesquisas e interpretacdo de dados
genéticos mitocondriais (SMITH, 2016). No GOBASE ¢ disponibilizado dados de
sequéncias mitocondriais originarios do GenBank e uma série de informacdes
taxondmicas, mapas genéticos e estruturas secundarias de RNAs (O’'BRIEN et
al., 2009).

2.5 ANALISE COMPARATIVA DE SEQUENCIAS

Para estudar a evolugdo molecular de organismos por meio de filogenia, as
sequéncias gendmicas precisam ser comparadas. Para isso, é necessario definir
uma medida quantitativa de similaridade entre as sequéncias analisadas
(SALEMI; VANDAMME, 2003). Existem algumas maneiras de se comparar
sequéncias: Por meio de alinhamento ou por meio de analise de frequéncias de
palavras (LEIMEISTER; MORGENSTERN, 2014).

2.5.1 Alinhamento de sequéncias

O alinhamento de sequéncias € uma ferramenta basica em bioinformatica,
utilizada para a identificacdo de correspondéncias entre pares de residuos.
Qualquer semelhanca que corresponda aos residuos, mantendo a ordem dos

mesmos dentro de uma sequéncia, € denominado alinhamento (LESK, 2008).
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Os métodos de alinhamento de sequéncias sao classificados em:
Alinhamento global (ao longo de toda a extensdo da sequéncia) e Alinhamento
local (apenas uma fragdo da extensdo das sequéncias). Estes métodos de
alinhamento podem ser realizados em pares ou de maneira multipla (ZAHA;
FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Basicamente, para ocorrer o alinhamento, cada residuo da sequéncia é
comparada com os residuos das outras sequéncias e, quando existe identidade
entre elas, um valor é dado para cada posigcdo em uma matriz de pontuagéo. Os
gaps (lacunas) sao penalizados. O melhor alinhamento € aquele onde houver a
maximizagao da pontuagéo do escore (SALEMI; VANDAMME, 2003).

As matrizes de pontuacdo foram desenvolvidas para serem usadas de
maneira que respeite as regras das mutacdes. As matrizes PAM (Point Accepted
Mutation) e BLOSUM (BLOcks of amino acid SUbstitution Matrix) sdo as mais
utilizadas pelas ferramentas de alinhamento (SALEMI; VANDAMME, 2003), e
consistem em sistemas de pontuacdo para correspondéncias para insergdes,
delecdes, desajustes e delegcdes que influenciam no alinhamento das sequéncias
genéticas (MOUNT, 2008). Dentre as ferramentas que utilizam essas matrizes de
pontuagdo para o alinhamento, destacam-se o ClustalW (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994) e o MUSCLE (EDGAR, 2004).

Existem muitos algoritmos que fazem alinhamento de sequéncias: O
Needleman-Wunsch, que realiza alinhamento global (NEEDLEMAN; WUNSCH,
1970); o Smith-Waterman, que realiza alinhamento local (SMITH; WATERMAN,
1981); e 0 BLAST, que realiza busca por similaridade no banco de dados do NCBI
(ALTSCHUL et al.,, 1990). Genericamente, as solugdes algoritmicas na
comparagao de sequéncias por meio de alinhamento mostram-se satisfatoérias,
porém a carga computacional aumenta de acordo com o comprimento das
sequéncias. Assim, o uso de alinhamento para grandes dados torna-se inviavel
(VINGA; ALMEIDA, 2003).

Para solucionar os problemas na analise de sequéncias biolégicas em
grande escala, utiliza-se metodologias que sao independentes de alinhamento.
Pesquisas por similaridade entre genes, “todos-contra-todos” por exemplo, € um
meio rapido de comparacdo de sequéncias (ARUNACHALAM et al., 2010;
MAHMOOD et al., 2012; VIALLE et al., 2016).
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2.5.2 K-mers

A maioria das filogenias livre de alinhamento sdo baseadas em k-mer, ou
seja, na ocorréncia de palavras exatas de comprimento fixo “k” em um conjunto
de sequéncias de DNA (VINGA; ALMEIDA, 2003). O comprimento destas palavras
pode variar, de acordo por exemplo com o0 conjunto de dados a ser mapeado
(SIMS et al., 2009). Este tipo de analise comparativa inicia-se pelo mapeamento
das sequéncias em vetores, transformando uma sequéncia em um objeto. Os
vetores representam a sequéncia original, com resolugdo determinada pelo
comprimento da palavra. A partir disso, uma medida de distancia é aplicada entre
espacgos dos vetores, as quais refletem em uma matriz de distancia par-a-par
(pairwise). Varias medidas de distancia podem ser aplicadas. A medida mais
utilizada é a euclidiana, que é definida pela soma da raiz quadrada da diferenca
entre as coordenadas (BODEN et al., 2013).

Alguns estudos sugerem a utilizagdo de k-mers espacgados, que se
baseiam em um unico padrao fixo P de correspondéncia sem se preocupar com
posicdes. As palavras espacadas sao representadas em um vetor binario, a partir
das frequéncias relativas, onde o calculo da distadncia dos pares €& aplicado
(BODEN et al., 2013; LEIMEISTER et al., 2014; HORWEGE et al., 2014).

2.6 METODOS DE INFERENCIA FILOGENETICA

Cada organismo é resultante de um processo evolutivo. E possivel
estabelecer graus de semelhanga e parentesco através de arvores filogenéticas,
baseado nas manifestacbes de genoma, transcriptoma e proteoma
(PATWARDHAN et al., 2014).

Uma filogenia € um modelo de histdria genealdgica representada por uma
arvore onde os comprimentos dos ramos sao parametros desconhecidos. Se
levarmos em consideracdo que a taxa de substituicdo de residuos nas sequencias
genéticas € constante ao longo do tempo ou entre as linhagens, dizemos que
possui relégio molecular, resultando em uma arvore ultramétrica onde todas as
unidades taxondmicas sdo equidistantes da raiz. Para espécies distantes, o
relégio molecular n&o deve ser utilizado (YANG; RANNALA, 2012).



29

Uma arvore nado enraizada possui os parametros de cumprimento dos
ramos conhecidos, porém ndo existe indicacdo do né que esta representado o
ancestral comum. Uma estratégia usada para criar raiz em uma arvore sem raiz é
incluir um grupo externo na analise, devendo ser distante das espécies a serem
investigadas. Isto leva a raiz a ser estabelecida ao longo do ramo que contém o
grupo externo (YANG; RANNALA, 2012).

De acordo com Jun e colaboradores (2010), as ferramentas que realizam
filogenia de genomas completos sao inseridas em duas categorias: Filogenias
baseadas em alinhamento e filogenias livre de alinhamento. Uma ferramenta
interessante para comparar sequéncias e realizar filogenias, que utiliza k-mers de
tamanhos calculados, € a FFP (Feature Frequence Profile), proposta por Sims e
colaboradores (2009). Esta ferramenta é baseada em metodologia livre de
alinhamento que, por meio da analise da taxa de substituicdo entre os
aminoacidos, estima o tamanho dos k-mers.

A exemplo de algoritmos em filogenia, a utilizacdo de matrizes para a
representacdo de sequéncias genéticas, proposta inicialmente na década de 90
por Baum e Ragam (1992 apud BINIDA-EMODS; SANDERSON, 2001), € uma
opgao que facilita a analise de genomas completos. Tal abordagem € denominada
Matrix Representation with Parsimony Analysis (MRP) e produz como resultado
uma “superarvore” (supertree), baseada em um consenso entre as arvores
geradas.

Para realizar a reconstrugdo da histéria evolutiva dos organismos, usa-se
de métodos matematicos. A precisdo da inferéncia é altamente dependente da
qualidade dos dados e do método de reconstrucdo adotado. Os trés métodos
matematicos existentes s&o: Métodos baseados em parcimbnia, métodos
baseados em probabilidades e métodos baseados em distancia (DELSUC,;
BRINKMANN; PHILIPPE, 2005).

2.6.1 Métodos baseados em parcimdnia

O método de maxima parciménia visa diminuir o numero de alteragdes em
uma filogenia atribuindo caracteres aos nos internos da arvore. O comprimento do

caractere equivale ao minimo de alteragdes necessarias para aquele local, sendo
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que a pontuagao da arvore € igual ao somatério do comprimento dos caracteres
de todos os locais. Dessa forma, a maxima parcimdnia minimiza a pontuacao da
arvore (YANG; RANNALA, 2012).

Este método possui uma séria desvantagem. A pontuagcdo da arvore é
baseada completamente no numero de mutagdes entre todas as reconstrugdes, e
€ pouco provavel que o numero de mutagdes seja igual em todas as arvores
(HOLDER; LEWIS, 2003).

2.6.2 Métodos baseados em probabilidades

Existem dois conceitos probabilisticos na reconstrucdo de filogenias: a
maxima verossimilhanca e a inferéncia bayesiana (YANG; RANNALA, 2012).

No método de maxima verossimilhanga, a arvore sera aquela cujo valor de
verossimilhanga seja maior, ou seja, calcula-se a probabilidade de um conjunto de
sequéncias geneéticas observadas dado algum modelo probabilistico assumido.
Avalia-se todas as hipoteses e seleciona-se aquela que maximiza a probabilidade
de gerar os dados observados (SULLIVAN, 2005).

Uma maneira de avaliar a confianga da arvore filogenética obtida é por
meio do bootstrap. O bootstrap disponibiliza uma medida de quais partes da
arvore € fracamente sustentada. Grupos com baixo bootstrap devem ser
analisados cautelosamente (HOLDER; LEWIS, 2003).

A inferéncia bayesiana combina um método utilizado anteriormente (uma
filogenia prévia) com a probabilidade da arvore de produzir arvores posteriores,
selecionando a melhor estimativa de filogenia (arvore de maior probabilidade
posterior (RANNALA; YANG, 1996). Dessa forma, a analise bayesiana do método
prévio produz uma arvore avaliando diretamente o modelo de substitui¢ao,

comprimento dos ramos entre outras variaveis (DOUADY et al., 2003).

2.6.3 Métodos baseados em distancia

Nos métodos baseados em distancia, cada par de sequéncias é calculado,

resultando em uma matriz de distdncia que é usada para a reconstrucdo da
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arvore, podendo chegar a uma filogenia muito bem resolvida (YANG; RANNALA,
2012). Desde que contenham informagdes filogenéticas suficientes, esses
métodos sdo bons marcadores, pois sdo menos propensos a interferéncias, como
a semelhanca decorrente da convergéncia evolutiva (DELSUC; BRINKMANN;
PHILIPPE, 2005).

O alinhamento de sequéncias ndo € necessario apds o calculo da distancia
ser realizado. Alguns dos métodos aplicados a matriz de distancia sdo: Neighbor
joining, UPGMA e o Minima evolu¢gdo. O método de minima evolugéo utiliza a
soma do comprimento dos ramos da arvore, portanto arvores mais curtas sao
provavelmente mais corretas que arvores mais longas. O método Neighbor joining
inicia-se com base na distancia de taxons, formando grupos até que a arvore seja
totalmente resolvida (YANG; RANNALA, 2012).

O UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), assim
como no Neighbor joining, utiliza métodos baseados em clusterizagdo, sendo um
meétodo simples em que a cada estagio de agrupamento se forma um novo né na
arvore. A arvore construida pelo método UPGMA ¢é aditiva, assumindo taxa de
evolucdo constante, onde todos organismos estdo igualmente distantes da raiz
(R1ZZO; ROUCHKA, 2007).

O grande problema dos métodos de distancia é que as diferengas
observadas entre as sequéncias nao sao reflexos exatos das distancias evolutivas
entre elas, além de que, se houver multiplas substituicdes em um mesmo local, a
verdadeira distancia pode ser camuflada, aparentando equivocadamente que as

sequéncias sao proximas umas das outras (HOLDER; LEWIS, 2003).

2.7 FILOGENIA MITOCONDRIAL

Existem alguns conceitos que séo indispensaveis para o entendimento da
filogenia de um modo geral, entre eles estdo a Homologia e a Similaridade. As
caracteristicas que séo derivadas de um ancestral comum séo ditas homologas.
Outras caracteristicas que aparentam ser similares podem ter surgido de modo
independente, por evolugdo convergente. A exemplo dessas semelhancas que
nao possuem o mesmo ancestral comum, podemos citar asas de abelhas e asas
de aguia (LESK, 2008).
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Outros conceitos essenciais para a filogenia sdo as definicbes de genes
ortdlogos e genes paralogos. Genes ortélogos sao aqueles que surgiram a partir
de um conjunto de duplicatas, ou seja, sdo duas cépias do mesmo gene do
mesmo loco. Genes paralogos sédo dois genes em locus diferentes, produzidos a
partir de uma duplicagado que possuem fungdes diferentes (RIDLEY, 2006).

Importante destacar que a inferéncia filogenética deve ser baseada em
genes ortdlogos e ndo em genes paralogos. O problema é que é facil de confundir
estas definicdes, pois durante a evolugdo podem ocorrer perdas de genes
(RIDLEY, 2006). Saber diferenciar estas definicdes exige conhecimento detalhado
dos caminhos evolutivos que levaram a divergéncia de func¢bes biologicas
(JENSEN, 2001).

2.7.1 A arvore da vida

A filogenia estabelece uma topologia de relagbes baseadas em
classificagdes, de acordo com um conjunto de caracteristicas dos organismos. A
nomenclatura bioldgica se apoia na idéia de que 0s organismos Vivos Sao
classificados de acordo com uma hierarquia, sendo ela, Reino, Filo, Classe,
Ordem, Familia, Género e Espécie, respectivamente (LESK, 2008). O mundo
vivo, de acordo com Margulis e Schwartz (1988), é classificado em cinco reinos:
Monera, Protista, Plantae, Fungi e Animalia.

Ha quase trés décadas, tendo como base o rRNA, Woese, Kandler e
Wheelis (1990), sugeriram que a divisdo dos organismos em 5 reinos vivos nao
seria filogeneticamente correta, dado as diferengas profundas entre eubacterias,
archeobacterias e eucariotos. Os autores entdo propuseram que as archeas
deveriam ser definidas em um nivel taxondmico mais elevado.

As arvores baseadas em rRNA sao muito populares desde a década de
1990 (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990; BROWN; DOLITTLE, 1997). Porém,
de acordo com Forterre (2015) elas fornecem um falso cenario da histéria da vida
onde os ramos mais longos das arvores sao representados por organismos
basais (Archeozoa) ausentes de mitocondrias.

Desde a definicdo das Archeas como taxon superior (WOESE; KANDLER,;

WHEELIS, 1990), pesquisadores tém utilizado a designacao “arvore da vida” para
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a representacao da historia evolutiva que vincula os trés maiores dominios entre
os seres vivos: Eubacteria, Archaea e Eukaria. A utilizagdo de genes presentes no
genoma mitocondrial tem direcionado muitas reconstru¢cdes filogenéticas
(DELSUC; BRINKMANN; PHILIPPE, 2005; BURKI, 2014).

Quanto aos eucariotos, devido a falta de representantes de varias
linhagens em estudos conduzidos (DELSUC; BRINKMANN; PHILIPPE, 2005), a
divisdo do mundo eucaridtico é representada por seis grupos principais:
Opisthokonta, Amoebozoa, Plantae, Chromalveolata, Rhizaria e Excavata
(SIMPSON; ROGER, 2004). Burki e colaboradores (2007) propuseram o termo
SAR para a jungédo do grupo Rhizaria e duas clades do grupo Chromoalveotas,
sendo este termo bem aceito atualmente.

Conforme a arvore da vida proposta por Delsuc, Brinkmann e Philippe
(2005) (FIGURA 4), a subdivisdo dos eucariotos (anterior ao agrupamento SAR) e
o evento de fusdo de uma espécie bacteriana e uma archaea que originou os
eucariotos esta representado. Essa fusdo gera uma estrutura anelar na raiz da

arvore da vida.
FIGURA 4 - REPRESENTACAO DA ARVORE DA VIDA
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FONTE: DELSUC; BRINKMANN; PHILIPPE, 2005.
NOTA: No fundo azul, representagdo de bactérias e archeas que deram origem aos
eucariotos. As subdivisdes dos eucariotos Opisthokonta, Amoebozoa, Plantae,
Chromalveolata, Rhizaria e Excavata sao representados pelo fundo rosa.
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Os organismos mais primitivos que tém mitocéndrias, segundo estudos
evolutivos, sdo os Jakobidas, do supergrupo Excavata. Arvores enraizadas entre
Excavatas e todos os outros organismos eucaridticos foram propostas

inicialmente por Stechmann e Cavalier-Smith (2003).

2.7.2 Marcadores mitocondriais

Existem alguns genes especificos que servem como marcadores
mitocondriais, devido ao fato de estarem presentes no genoma de grande parte
dos organismos vivos. Esses genes mitocondriais estdo relacionados com a
producao de energia, como é o caso dos genes codificantes das proteinas
Citocromo b, da Citocromo Oxidase, e de rRNAs (RIDLEY, 2006).

O CYTB €& um gene codificador de uma proteina universal (Citocromo b)
que ndo afeta-se por multiplas substituicdes. E uma proteina necessaria na
cadeia respiratéria mitocondrial e presente também em bactérias, sendo utilizado
principalmente em analises filogenéticas para a diferenciagdo de espécies
(MEYER, 1994). O gene CYTB se mostrou eficaz na recuperacdo de informacdes
importantes em uma variedade de niveis taxondmicos, porém sua utilidade é
dependente da linhagem e sua precisdo diminui conforme aumenta a
profundidade da evolugdo (PATWARDHAN et al., 2014).

O COX1, que codifica para a subunidade 1 da proteina Citocromo oxidase,
€ outro gene também utilizado na identificagcdo molecular em nivel de espécie, por
possuir uma regiao do mtDNA denominada DNA barcoding, uma parte do mtDNA
padronizada no genoma usada para identificar diferentes espécies (HEBERT et
al., 2003).

Em uma pesquisa realizada por Tobe e colaboradores (2010), compararam-
se os genes CYTB e COX1 para a reconstrucao filogenética e identificacdo de
espécies de mamiferos. Concluiu-se que o gene CYTB demonstra ter uma taxa
de falso positivo menor que a metade de COX1 e um valor preditor positivo mais
alto, sendo superior na identificacdo de mamiferos.

Alguns genes de rRNAs também s&o adequados para reconstrugoes
filogenéticas, sendo frequentemente usados para varios grupos de organismos.

Os genes mitocondriais 12S e 16S possuem substituicbes mais funcionalmente
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neutras, permitindo sua utilizagdo como marcador (KUZNETSOVA et al., 2002).
Esses genes s&o especialmente uteis para resolver problemas filogenéticos na
faixa dos 10 a 100 milhdes de anos (RIDLEY, 2006).

2.8 MINERAGAO DE DADOS

A bioinformatica € uma &rea que combina varias ciéncias, como a
bioestatistica, as ciéncias bioldgicas, bioquimica, biologia molecular, genética,
entre outras ciéncias. O grande objetivo desta area é fazer com que as analises
de processos bioldgicos, interpretagcdo dos dados e inferéncia biologica seja
facilitado, e a mineragao de dados fornece abordagens para essas investigacdes
moleculares (MOORE, 2007).

Mineracao de dados € o processo pelo qual é possivel reconhecer padrdes
e modelos em grandes volumes de dados. Para a bioinformatica, a manipulagéo
de informacdes bioldgica cria a oportunidade para o desenvolvimento de métodos
em mineracao de dados que desempenhem um papel na compreensao dos dados
bioldgicos (ZAKI et al., 2007).

Alguns métodos de aprendizado de maquina e de mineragcédo de dados
para o reconhecimento de padrbes em um grande volume de dados biolégicos
tém a vantagem de reproduzir com exatiddo a complexidade implicita da
organizacgao dos sistemas bioldgicos (MOORE, 2007). Existem duas maneiras de
categorizar o reconhecimento de padrdes, por meio da aprendizagem
supervisionada, onde as classes sao definidas, e aprendizagem nao
supervisionada, onde as classes sdo aprendidas de acordo com a similaridade
dos padrdes (RUSSELL, NORVIG, 2004).

2.8.1 Clusterizacao

A Clusterizagdo é uma técnica de aprendizagem nao supervisionada que
tem por objetivo agrupar automaticamente as “n” ocorréncias da base de dados
em “k” grupos (JACKSON, 2002), sendo dividida em dois métodos: Métodos

hierarquicos e Métodos de particionamento (FARLEY; RAFTERY, 1998).



36

Os Métodos hierarquicos funcionam por etapas, produzindo sequéncia de
particbes, sendo que cada uma corresponde a um numero de agrupamentos.
Esse método pode ser aglomerativo, onde os grupos séo fundidos, ou divisivo,
onde os grupos sao divididos em cada fase. J4 os Métodos de particionamento
movem informagdes de um grupo para outro, a partir de uma parti¢ao inicial, onde
o numero de agrupamentos deve ser especificado antes. O k-means € método de
particionamento mais utilizado (FARLEY; RAFTERY, 1998).

O algoritmo de clusterizagdo k-means calcula distancia euclidiana dos
centroides dos k grupos de cada classe, repetidas vezes, até determinar um
agrupamento estavel. O numero de clusters definida previamente € dada por “k”.
Este método possui sensibilidade a ruidos, sendo que valores muito altos podem
distorcem a distribuicdo dos dados (DONI, 2004).

2.8.2 Logica Fuzzy

A Logica Difusa, ou Légica Fuzzy é utilizada para classificar tudo o que ndo
€ absolutamente preciso, sendo uma ferramenta capaz de captar informacgdes
escritas em linguagem normal e converte-las em numeros, atribuindo graus de
pertinéncia ao conjunto de dados. Diferente da Loégica Booleana que atribui
valores apenas verdadeiros e falsos, a Logica fuzzy classifica os dados em
valores que variam de 0 a 1; Logo, uma meia verdade seria representada pelo
valor 0.5 (SILVA, 2005).

Esta forma de classificagdo e reconhecimento de dados é frequentemente
utilizada na Bioinformatica, principalmente para agrupar dados genéticos, atribuir
graus de associacao de clusters aos genes, prever localizagdes subcelulares de
proteinas, estudar as diferengcas entre nucleotideos, mapear padrdoes de
sequéncias, entre outras utilidades (TORRES; NIETO, 2006).

Um algoritmo valido em clusterizacdo baseado em Légica Fuzzy é o fuzzy
c-means. Este algoritmo € uma generalizagdo dos métodos de particionamento,
permitindo visualizar o grau de associagao de cada elemento em cada grupo.
Esta técnica proporciona uma grande vantagem pois fornece informagdes reais
sobre as estruturas dos dados, associando graus de incerteza aos elementos de
cada grupo (DONI, 2004).
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2.8.3 Média movel

A média mével € um meétodo baseado em padrdes de comportamento que
tem como objetivo distinguir ruidos. A técnica assume que os valores extremos
apresentam aleatoriedade e, por meio de suavizacdo de pontos extremos,
identifica padrées basicos (MORETTIN; TOLOI, 2006).

Para realizar a estimativa de densidade utilizando média moével é
necessario medir quais pontos sédo difundidos em uma dada vizinhanga, sendo
indispensavel especificar exatamente o tamanho desta vizinhanga qual deve
abranger pontos suficientes para assegurar uma estimativa significativa. Para
identificar os vizinhos proximos de um ponto de consulta, utiliza-se uma métrica
de distancia, como por exemplo a distancia euclidiana (RUSSELL, NORVIG,
2004).

2.9 ESPACO VETORIAL

Este trabalho foi inteiramente desenvolvido em ambiente MatLab®. O
MatLab® é um software pago utilizado principalmente para analise e exploragao
de dados por meio de calculos com matrizes. Este software oferece pacotes
direcionados ao estudo de diversas areas, entre elas a Bioinformatica e a
Estatistica (SANTOS, 2010).

Os comandos do MatLab® sio préximos da forma como escrevemos
expressodes algébricas, o que torna o seu uso simplificado (SANTOS, 2010). Para
utilizar este software é necessario que o usuario tenha conhecimento de algebra
linear.

O objetivo da algebra linear é estudar o comportamento de operagdes
definidas sobre conjuntos, tratando especificamente de espacgos vetoriais
(PELLEGRINI, 2016). Na matematica define-se “vetor” como uma sequéncia
ordenada de valores. Os vetores sao frequentemente interpretados como
segmentos de retas orientados em um espaco euclidiano n-dimensional, sendo a
adicao vetorial e a multiplicacdo escalar as duas operagdes fundamentais sobre
vetores. Os elementos de um vetor sao representados por barras ou flechas sobre
os nomes: v (RUSSELL, NORVIG, 2004).
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Uma matriz € um arranjo retangular de valores organizados em linhas e
colunas (RUSSELL, NORVIG, 2004), conforme representado a seguir na matriz A,

onde o primeiro indice de An , significa linha e o segundo significa coluna.

i1 aqa iz ... fin

A= ag ap a3 ... ap

L @ml Om2 Opd - Oymn

Um vetor pode ser escrito em notagao matricial, sob a forma de uma matriz
linha (com uma unica linha) ou uma matriz coluna (com uma unica coluna). Essa
forma de representacao de vetores pode ser justificada pelo fato de que as
operagbes matriciais produzem resultados iguais as operagdes vetoriais
(SANTOS, 2010). Em um espago vetorial pode-se somar e multiplicar elementos
de forma escalar, ou seja, em elementos de um outro conjunto que néo seja do
proprio espaco (PELLEGRINI, 2016).
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3 METODOS

Esta secéo destina-se a descricdo dos métodos utilizados para a realizagao
deste trabalho, apoiando-se nos conceitos abordados da fundamentacgéao tedrica.
O trabalho todo foi desenvolvido no ambiente MatLab®, utilizando a biblioteca de
funcdes desenvolvidas pelo grupo, além das fungdes fornecidas pelo proprio
software disponiveis na Toolbox de Bioinformatica.

Segue abaixo um fluxograma que representa os processos de execugao
deste trabalho (FIGURA 5).

FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DOS PROCESSOS DE EXECUCAO DO TRABALHO

1. Etapa de Clusterizacédo de sequéncias de proteinas mitocondriais
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Fonte: O Autor (2017).

A pesquisa foi dividida em duas etapas: A primeira voltada a clusterizagao
(agrupamento) das sequencias de proteinas mitocondriais e construgao de arvore
filogenética, realizado com o intuito de estudar as proteinas mitocondriais de um
modo geral. A representacéo vetorial e a construgéo de arvores filogenéticas com
e sem reducao de dimensao ocorreu na segunda etapa.

Todos os resultados obtidos neste trabalho estdo disponiveis para

download em https://sourceforge.net/projects/mitochondrialtrees/.
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3.1 OBTENGAO DAS SEQUENCIAS DE PROTEINAS MITOCONDRIAIS

As sequéncias mitocondriais foram obtidas do banco de dados RefSeq, via

FTP, disponivel em ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/refseqg/release/mitochondrion/. Foram

utilizados todas as proteinas que estavam disponiveis em formato fasta de

sequéncias de aminoacidos (.faa).

3.1.1 Curadoria dos dados

Para a etapa de clusterizagdo foi realizado um Parser (extracdo de
caracteristicas importantes) dos cabecalhos das sequéncias, obtendo as
informacdes com o nome da proteina e o organismo. No multifasta de entrada,
contendo todas as proteinas do RefSeq, foram inseridas as siglas “GN” antes da
definigao de proteina e “OS” antes da defini¢do de organismo (APENDICE 3).

Para a representagcdo vetorial, a curadoria dos dados foi realizada
concatenando as sequéncias das proteinas mitocondriais, com o propdsito de
representar de cada organismo de forma unica.

Segundo Kannan, Rogozin e Koonin (2014), o organismo que possui o
menor genoma mitocondrial € o Plasmodium falciparum (filo Apicomplexa), que
codifica para 3 proteinas. O Andalucia goyodi (flo Excavata) possui 0 maior
numero de proteinas mitocondriais, codificando para 72 proteinas. Esta afirmagao
foi base para o critério de exclusao deste estudo, sendo que todos os organismos
que tém um numero menor de residuos de aminoacidos que filo Apicomplexa e

maior que o filo Excavata, foram excluidos das analises deste trabalho.

3.2 CLUSTERIZACAO DAS SEQUENCIAS DE PROTEINAS MITOCONDRIAIS

Para a clusterizagao das sequéncias de proteinas mitocondriais, utilizamos
a ferramenta RAFTS3groups (Rapid Alignment Free Tool for Sequences Similarity
Search to Groups), desenvolvida pelo grupo da Bioinformatica da UFPR. O
algoritmo de clusterizacdo desta ferramenta é livre de alinhamento, baseado na
busca por similaridade de sequéncias. A pesquisa por similaridade ¢é realizada por
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k-mers, obtidos por meio de uma janela deslizante e utilizados para comparar com
as todas as sequéncias, de acordo com uma matriz de co-ocorréncia de
aminoacidos (COIMBRA, 2015; NICHIO, 2016).

Para a formacéo dos clusters, uma sequéncia de proteina mitocondrial foi
seleciona aleatoriamente pela ferramenta RAFTS3groups, e comparada todas
contra todas. Para esta analise, definimos o limiar de corte em 50% de
similaridade. O algoritmo de clusterizagdo encontra-se no ANEXO 1 e ANEXO 2.
Esta etapa foi realizada em sistema operacional Windows 7, com processador
Intel Core i5, com 8,00 GB de memodria RAM.

3.3 REPRESENTACOES VETORIAIS DOS PROTEOMAS MITOCONDRIAIS

A representacdo vetorial dos proteomas mitocondriais neste trabalho é
baseada em k-mers espacados (BODEN et al., 2013; LEIMEISTER et al., 2014;
HORWEGE et al., 2014).

Inicialmente, para cada sequéncia mitocondrial dos organismos, as
ocorréncias de todas as combinacdes possiveis dos 20 aminoacidos existentes,
sao representados por coordenadas em um mapa. Este mapa, que € uma matriz
de 400x400 (Ms400), acumula os resultados das combinagdes de aminoacidos de
cada sequéncia, resultantes de uma janela deslizante contendo 5 mers com 1
espagamento. As combinagdes sao realizadas em dipeptideos (FIGURA 6). Esta
matriz resultante € representada em um vetor binario de 160.000 atributos
(W160k), que representa os proteomas mitocondriais originais, podendo ser
representado de maneiras diferentes. Os elementos foram ordenados por indice,
para possibilitar a manipulacdo dos dados de maneira ordenada. Para esta

pesquisa, o vetor foi construido concatenando as colunas da matriz randomizada.
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FIGURA 6 - ESQUEMA DA EXTRAGAO DE ATRIBUTOS DAS PROTEINAS MITOCONDRIAIS
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FONTE: O Autor (2017)

LEGENDA: 1) Método de k-mers espagados, com janela deslizante de 5 mers com espagamento
de tamanho 1, aplicadas para cada sequéncia mitocondrial. Utiliza-se o primeiro e o segundo
aminoacido, descontinua-se o terceiro e utiliza-se o quarto e o quinto. 2) Matriz binaria contendo
as ocorréncias de cada combinagao de dipeptideos, sendo 400 combinagdes possiveis em cada
coordenada. A ocorréncia de uma combinagao € representada por 1 e a n&o ocorréncia por 0.

A partir da representagdo vetorial binaria com as 160.000 possiveis
ocorréncias, foi realizada uma representacao baseada em vetor de 100, 400 e de
800 dimensodes.

Para a construgao do vetor de 100 dimensdes (Wr100), foi utilizado o vetor
principal que contém os proteomas mitocondriais originais. A representagao para
cada uma das 100 coordenadas do vetor contém 1.600 dimensoes, resultantes da
soma das ocorréncias do vetor principal. A construgédo do vetor de 800 (Wr800) e
400 (Wr400) dimensdes € realizada de maneira similar, porém, para cada
coordenada do vetor, sdo representados 200 dimensdes para o de 800 e 400
dimensodes para o de 400. O algoritmo utilizado para a construgdo dos vetores
encontra-se no APENDICE 4.

Apds a construgdo dos vetores, a matriz Ms400 foi utilizada para gerar
representacdes graficas dos proteomas, utilizando a fungdo “mmvfuzzy2d”
(desenvolvida pelo grupo), baseada na média moével Fuzzy. Esta fungao tem a
aplicagdao de plotar imagens de acordo com um mapa de coordenadas,
representado aqui pela matriz Ms400, onde os picos de maior ocorréncia sao
suavizados e interpretados em um gradiente de cores. A fungao “mmvfuzzy2d”
consta no ANEXO 3.
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3.4 INFERENCIA FILOGENETICA

As arvores foram construidas com base nos vetores W160k (sem redugao
de dimens&o), Wr100, Wr400 e Wr800. O alinhamento das sequéncias foi feito
utilizando algoritmo baseado em Smith-Waterman (SMITH; WATERMAN, 1981),
aplicando a distancia pairwise. A metodologia utilizada para a inferéncia
filogenética foi o UPGMA (MICHENER; SOKAL, 1957), tanto na filogenia dos
vetores quanto na do alinhamento. O algoritmo utilizado foi o “FILOMAT”
(APENDICE 5).

As etapas de representagao vetorial e construgcao de arvores filogenéticas
foram realizadas em sistema operacional GNU/Linux Ubuntu 16.04.1 LTS, com
processador Intel Xeon 40 nucleos, com 256 GB de memodria RAM.

A visualizagdo e manipulagao das arvores filogenéticas foram realizadas no
software Dendroscope 3 (HUSON; SCORNAVACCA, 2012). As arvores
resultantes foram comparadas entre si e confrontadas com filogenias realizadas
por diversos autores. Foram realizados os calculos estatisticos de Pearson e

Spearman entre as distancias pairwise para avaliar a correlagao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo encontram-se os resultados na ordem em que foram gerados
seguidos de suas respectivas discussdes. Inicialmente, apresentamos uma breve
analise da clusterizagdo das proteinas mitocondriais, elaborada no primeiro
momento deste trabalho. Posteriormente, segue as analises detalhadas da

extracdo de atributos e inferéncia filogenética.

4.1 CLUSTERIZAGAO DE PROTEINAS MITOCONDRIAIS

Foi clusterizado todo o conteudo de sequéncias de proteinas mitocondriais
presente no RefSeq. Foram 98.933 proteinas clusterizadas, representando 6.811
organismos. Apos o0 agrupamento, essas proteinas foram dispostas em 8.431
clusters, sendo 2.159 destes com no minimo 2 sequéncias de proteinas por
cluster. O agrupamento levou 37 minutos para ser concluido, tendo o arquivo
fasta de entrada 38.8 MB de tamanho.

Através dos agrupamentos, obteve-se um panorama de todas as proteinas
codificadas pelo genoma mitocondrial existentes nos diversos organismos
disponiveis no banco de dados. Para isso, utilizamos a ferramenta de
clusterizagdo RAFTS3groups, por meio da funcdo “agruparafts” (COIMBRA,
2015). Nao foram testados outros clusterizadores pois, segundo resultados
recentes em nosso grupo de pesquisa, 0 RAFTS3groups se mostrou eficiente na
deteccao de grupos ortélogos em comparagdo com ferramentas ja consolidadas,
como o UCLUST E CD-HIT, obtendo um desempenho superior (COIMBRA, 2015;
NICHIO, 2016).

Definimos o limiar de corte em 50% de similaridade. De acordo com
Pearson (2013), o limiar de 50% de similaridade, em um banco de dados com
menos de 7 milhées de sequéncias de proteinas, € significativo para inferir
homologia em proteinas.

Nos agrupamentos, todas as proteinas fundamentais responsaveis pelo
processo de producdo de ATP foram identificadas. Outras proteinas menos
comuns a maioria dos organismos e também fundamentais a produgao energética

também foram constatadas e algumas proteinas hipotéticas.
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4.1.1 ldentificagdo dos clusters com maiores ocorréncias e analise de seus

produtos

Em primeira analise, para facilitar a interpretacdo e visualizagdo do
conteudo dos clusters, selecionamos todos os clusters que tiveram em seu
conteudo 50 ou mais ocorréncias. Com essa selecéo foi possivel identificar 101

clusters, os quais s&o representados no grafico abaixo (GRAFICO 1).

GRAFICO 1 - NUMERO DE OCORRENCIAS POR CLUSTER
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FONTE: O Autor (2017).
NOTA: Os pontos em vermelho representam os clusters que possuem o numero de ocorréncias
maior ou igual a 50, de acordo com o numero de ordem de cada cluster. Neste grafico estdo
representados 101 clusters.

Conforme constatado, alguns clusters, especificamente 13, se destacam
por possuirem maior conteudo de sequéncias em relagdo aos demais. Estes 13
clusters, de fato, contém as sequéncias das principais proteinas codificadas pela
mitocdndria, responsaveis pela fungao de producao energética.

As proteinas codificadas pelo mtDNA presentes nos complexos proteicos,
foram identificadas nos clusters e listadas na TABELA 1, onde consta 0 numero
de ordem do cluster, complexo proteico pertencente, produto do cluster contendo

0 nome da proteina, abreviagdo utilizada para designar a proteina e o numero de
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ocorréncia por cluster. A identificagdo destas proteinas bem como suas
respectivas fungdes, sdo bem fundamentadas na literatura (BOORE, 1999;
TAANMAN, 1999; HUTTEMANN et al., 2007; KANNAN; ROGOZIN; KOONIN,
2014; KUHLBRANDT, 2015).

TABELA1- PRODUTO DOS CLUSTERS MAIS SIGNIFICATIVOS, DE ACORDO COM O
NUMERO DE OCORRENCIAS.

:umero Com;?lexo Produto do Cluster Abreviagao Ocorr:anc_las
e ordem proteico (sequéncias)
1 \Y Citocromo oxidase subunit. 1 COX 1 6.535
2 1l Citocromo b CYTB 6.345
3 \Y Citocromo oxidase subunit. 3 COX 3 6.291
4 v Citocromo oxidase subunit.2| COX 2 5.981
5 I NADH desidrogenase subunit. 1 NADH 1 5.717
6 I NADH desidrogenase subunit. 3 NADH 3 5.282
7 I NADH desidrogenase subunit. 4 NADH 4 4.001
8 I NADH desidrogenase subunit. 4L NADH 4L 3.969
9 I NADH desidrogenase subunit. 2 NADH 2 3.954
10 I NADH desidrogenase subunit. 5 NADH 5 3.933
1" \% ATP sintetase subunit. 6 ATP FO6 3.751
12 Vv ATP sintetase subunit. 8 ATP FO8 3.007
13 I NADH desidrogenase subunit. 6 NADH 6 2.946

FONTE: O Autor (2017)

Considerando o numero de ocorréncias nos quatro primeiros clusters
(COX1, CYTB, COX3 e COX2, respectivamente), percebe-se que 0 numero de
sequéncias proteicas presentes em cada um € proximo ao numero total de
organismos (6.811). Os genes Citocromo oxidase e citocromo b sdo considerados
marcadores mitocondriais pelo fato de estarem presentes em praticamente todos
0S organismos Vvivos, e por essa razdo, diversos estudos filogenéticos foram
conduzidos utilizando estes genes (MEYER, 1994; HEBERT et al., 2003; TOBE et
al., 2010). No estudo realizado por Kannan, Rogozin e Koonin (2014), estes
genes apresentaram menor propensao a perdas por transferéncia.

Os genes que codificam para as proteinas listadas acima s&o altamente
conservados nos metazoarios (GISSI et al., 2008), e poucas sédo as perdas destes
genes. Segundo Adams e Palmer (2003), a incorporagao de genes mitocondriais
ao nucleo, em animais, ocorreu com o gene ATP8 em nematdides e em moluscos.

Em oposicédo, o gene ATP9 (cluster de ordem 23), comum em plantas e fungos,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%26%23x000fc%3Bhlbrandt%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26515107
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esta presente no genoma nuclear em animais, porém, € componente do mtDNA
de esponjas (LIU et al., 2009; PETT et al., 2011).

4 1.2 Produto dos Clusters menores

Dos 8.431 agrupamentos, apenas 101 clusters contém mais de 50
ocorréncias, como foi analisado anteriormente. Nesta pesquisa, a existéncia de
grande numero de clusters com um pequeno numero de ocorréncias ocorreu
principalmente pela presenga de proteinas menos comuns entre os organismos,
aléem de proteinas hipotéticas, sequéncias parciais de proteinas ou anotagdes
provisorias.

Proteinas agrupadas equivocadamente ocorreram raras vezes quando
avaliadas em relacdo ao numero de sequéncias agrupadas. Esses agrupamentos
inconsistentes ndo foram quantificados, pois o objetivo da clusterizacdo neste
estudo foi tomar conhecimento da existéncia da variedade de proteinas
mitocdndrias entre todos os organismos presentes no banco de dados. Todas as

proteinas encontradas estao listadas na QUADRO1.
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QUADRO 1 - RELAGAO DE PROTEINAS ENCONTRADAS NA CLUSTERIZAGAO

Sintese de ATP

Complexo | NADH 1, 2, 3,4,4L,5,6,7,8,9, 10, 11
Complexo Il Sdh 2, 3,4

Complexo I CcYTB

Complexo IV COX1,2,3

Complexo V ATP1,3,4,6,8,9

Transcrigdo

Polimerases DNA, RNA

Fator sigma

Proteinas de tradugao

Proteinas ribossomais RPS1, 2, 3,4,7, 8,10, 11,12, 13, 14, 19, VAR1
Subunidade pequena (small)

Proteinas ribossomais RPL1, 2, 5, 6, 10, 11, 14, 16, 19, 20, 27, 31, 32, 34
Subunidade grande (large)

Fator de alongamento Tu

Maturagao

Proteinas de transporte ccmA, ccmB, ccmC, ccmF secY, TatA, TatC
Proteinas maturases mtK, mtR

Endonucleases LAGLIDADG, GIY-YIG

Transcriptase reversa

Reparo

Proteina de reparo MutS

Outras

*Fotorrespiragdo RuBisCO

FONTE: O Autor (2017).
NOTA: Descrigédo do Quadro — APENDICE 6.

A analise do conteudo foi feita por meio de busca textual, utilizando a
variavel “RSM.reprfas” dos agrupamentos, que contém 2.159 representantes.
Nesta variavel estdo presentes os centroides de cada cluster com mais de 2
ocorréncias, obtidas por k-means. Primeiramente, observou-se que uma mesma
proteina/gene pode ter nomenclaturas diferentes, o que dificulta as analises. O
inconveniente da n&o utilizacdo de um padrdo para designar os genes e
proteinas, também foi abordada por Gissi e colaboradores (2008). Dos 2.159
representantes analisados, foram identificadas 67 proteinas diferentes, além de
diversas orfs e proteinas hipotéticas. Os resultados obtidos foram comparados
com os de GRAY (2012) e Kannan, Rogozin e Koonin (2014). O produto dos
genes mitocondriais listadas pelos autores foram igualmente encontradas nesta
pesquisa, com excecao das proteinas COX11 e COX15. Estas proteinas sao
codificadas pelo genoma nuclear, entretanto estd presente no genoma
mitocondrial leveduras (GLERUM et al., 1997; TZAGOLLOFF et al., 1999).

As proteinas ribossomais RPL35 e RPL36 também foram identificadas no

arquivo de entrada, presente nos organismos Andalucia gogoyi, Tsukubamonas
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globosa, Malawimonas jakobiformis e Vitis vinifera, porém, ndo estdo presentes
nos clusters analisados, pois houve somente uma ocorréncia.

Com ressalva das proteinas envolvidas na fosforilagdo oxidativa, existe
bastante variagdo na composig¢ao do protedbma mitocondrial entre os organismos.
No dominio eucaridtico, os protistas possuem a maior multiplicidade em aspectos
evolutivos. O genoma mitocondrial destes organismos foi utilizado por diversos
autores em estudos evolutivos (DELSUC; BRINKMANN; PHILIPPE, 2005;
KANNAN; ROGOZIN; KOONIN; 2014; GRAY, 2015; PITTIS; GABALDON, 2016;
DEGLI ESPOSTI, 2016), pelo fato de alguns representantes desse taxon
possuirem praticamente todas proteinas mitocondriais identificadas até o
momento.

Nos dados extraidos do RefSeq, os protistas Jakoba libera, Reclinomonas
americana e Andalucia godoyi possuem respectivamente 84, 67 e 72 sequéncias
de proteinas mitocondriais. Nos clusters gerados, o Reclinomonas americana
apresentou o maior numero de ocorréncias, estando presente em 50 clusters
diferentes, seguido de Andalucia godoyi, presente em 35 clusters e Jakoba libera,
presente em 32. O numero de sequéncias de proteinas é diferente do niumero de
ocorréncias em clusters pelo fato da variavel analisada
("“RSM160317.Cnew.contg2”) apresentar clusters com mais de 2 ocorréncias. Isto
significa que as demais sequéncias foram agrupadas individualmente.

As plantas também possuem grande numero de proteinas diferentes
codificadas pelo mtDNA. A transferéncia de genes funcionais é um processo
continuo em plantas, o que contribui para a evolugdo. Os genes mitocondriais de
plantas codificam aproximadamente 40 proteinas conhecidas, das quais a maioria
séo proteinas ribossomais e da cadeia respiratoria (LIU et al., 2009).

4.1.3 Analise do arquivo de entrada

Para realizar analise do conteudo do proteoma mitocondrial de qualquer
organismo € necessario que haja uma lista de proteinas completas ja preditas
para tornar possivel comparacgdes entre sequéncias. Para isso, é fundamental que
0 genoma a ser analisado esteja livre de contaminag&o por outros genomas nao

mitocondriais. Perante a dificuldade de obtencdo de genomas mitocondriais
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completos e validados de forma robusta, é justificavel que haja poucos proteomas
mitocondriais totalmente completos depositados em base de dados até o
momento (GRAY, 2015).

De acordo com Gissi e colaboradores (2008), existem muitos erros de
anotagao nos dados genomas mitocondriais depositados no Banco de Dados de
Organelas do NCBI. A maioria dos erros constatados pelos autores incluem a
definigdo errada do gene/proteina, sequenciamentos parciais, além da falta de
correcbes nas anotagdes ja depositadas. Segundo O’Leary et al. (2016), os
unicos dados de sequéncias mitocondriais que possuem cura manual sdo as
sequéncias de mamiferos.

Neste trabalho, a falta de padrdo na designagdo dos genes e proteinas
prolongou a analise dos dados, uma vez que nomes diferenciados para uma
mesma proteina geram duvidas e requer busca na literatura bem como
embasamento tedrico consistente.

Outro aspecto que requer destaque sdo os dados parciais e anotacdes
provisorias depositados no banco. Em busca textual no arquivo utilizado para a
clusterizacdo (“RSM160317.fallgaa”), a palavra “partial” ocorre 1.466 vezes.
Levando em consideragdo que o total € de 98.933 sequéncias, parece
relativamente baixo esse numero. Porém, se analisarmos o fato que existe dados
mal anotados no banco, € de se esperar que 0 numero de proteinas parciais seja
maior.

Ao todo, 2.870 proteinas hipotéticas foram encontradas no banco de
dados. A maior parte delas é pertencente a plantas, fungos e protozoarios. Porém,
em alguns casos, quando realizado BLAST, observa-se que as proteinas
hipotéticas s&o na realidade trechos de proteinas existentes, o que pode ser
resultante de anotacdes inadequadas ou erros de sequenciamento.

Dados anotados equivocadamente faz com que os resultados de pesquisas
sejam duvidosos, e por meio da analise do arquivo de entrada, ficou evidente que
0 banco de dados RefSeq precisa ser revisado. Este fato também foi abordado na
pesquisa de diversos autores (GISSI et al., 2008; YAO et al., 2009; BERNT et al.,
2013; GRAY, 2015; SMITH, 2016).

Existe a necessidade de maior caracterizacdo de aspectos relacionados
com genomas mitocondriais, como estruturas cromossdmicas, mecanismos de

tradugao e transcricdo e genética de populagdes referente a eucariotos (SMITH,
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2016). Para isso, € necessario um banco de dados confiavel para a extragdo dos
dados de mtDNA, pois as sequéncias de referéncia utilizadas em pesquisas
biomédicas sado importantes para a elaboracédo e reprodutibilidade de pesquisas
biomédicas (O'’LEARY et al., 2016).

4.1.4 Arvore Filogenética dos Clusters

A filogenia resultante dos clusters abrangeu os 6.811 organismos obtidos
do RefSeq e foi realizada em aproximadamente 15 minutos. Na arvore gerada,
observamos que os metazoarios ficaram agrupados coerentemente nos ramos
analisados, sendo muito parecida a proposta por Delsuc, Brinkmann e Philippe
(2005).

Os Jakobidas ficaram agrupados de maneira similar aos autores Hampl et
al. (2009), Burguer et al., (2013) e Kannan; Rogozin; Koonin (2014), o que
demostra que a clusterizagao foi uma ferramenta eficiente para estudar e agrupar
o conteudo proteico do mtDNA.

Grande parte dos organismos agruparam na arvore filogenética
respeitando a classificacdo dos subgrupos eucariotos (SIMPSON; ROGER, 2004;
BURKI et al.,, 2007). Ramos muito longos em comparacdo aos demais ramos,
nessa representacdo filogenética, caracterizaram organismos mal agrupados.
Estes agrupamentos ocorreram devido a erros na sequencia de proteica original,
o que confirmou os resultados obtidos na analise do arquivo de entrada.

De modo geral, o resultado desta filogenia foi satisfatério. Em comparacéao
com as demais filogenias propostas nesse trabalho por representagdo vetorial,
concluimos que a filogenia resultante da clusterizagdo possui relevancia menor,
mas pode igualmente ser utilizada para representacao do proteoma mitocondrial
dos eucariotos.

4.2 REPRESENTACAO VETORIAL DE PROTEINAS MITOCONDRIAIS

Na analise realizada pela clusterizagdo, verificamos que o conjunto de

dados de estudo possui algumas sequéncias proteicas parciais. Por conta disso,
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optamos por realizar um “corte” nos dados, selecionando alguns organismos para
serem excluidos do grupo de estudo.

Optamos por retirar da representagdo vetorial todos os organismos
considerados extremos, de acordo com a referéncia de Kannan, Rogozin e
Koonin (2014), citada na metodologia deste trabalho. Ao todo foram 14
organismos excluidos, representados na TABELA 2. Deste modo, utilizamos
sequéncias proteicas mitocondriais de 6.797 organismos, as quais foram

concatenadas, representadas sob a forma de proteoma.

TABELA2 - ORGANISMOS EXCLUIDOS DA PESQUISA, DE ACORDO COM O CRITERIO
DE EXCLUSAO.

Nimero de Tamanho da sequéncia

ID Organismo Proteinas (Residuos de aminoacidos)
1686 Cryphonestria parasitica 1 73
6782 Zea mays 3 175
2371 Fusarium oxysporum f. sp. matthiolae 1 541
2372 Fusarium oxysporum f. sp. Raphanin 1 541
3244 Leishmania tarentolae * 2 557
6493 Trichoderma harzianum 1 621
6343 Theileria equi * 3 1.046
5629 Salvia miltiorrhiza 138 26.051
4116 Nicotiana tabacum 156 28.428
789 Beta Vulgaris subsp. Vulgaris 140 30.404
6783 Zea Mays subsp. Mays 163 33.765
788 Beta vulgaris subsp. Maritima 150 34.365
787 Beta macrocarpa 156 34.875
1102 Capsicum annuum 193 38.597

FONTE: O Autor (2017).

NOTA: A coluna ID corresponde ao identificador do organismo no arquivo fasta concatenado. * Os
organismos Leishmania tarentolae e Theileria equi, mesmo sendo representantes do filo
Apicomplexa, foram excluidos por possuirem numero de residuos de aminoacidos inferior ao
Plasmodium spp.

4.2.1 Conjunto de dados

Para avaliar o conjunto de dados como um todo, plotamos um grafico a
partir de todos os proteomas do estudo, onde € possivel analisar o tamanho
dessas sequéncias expressas por residuos de aminoacidos. No grafico disposto,
cada organismo representa um ponto (GRAFICO 2). A variavel utilizada para
gerar o grafico foi a “RSM16037.FsOrg”.
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GRAFICO 2 - TAMANHO DOS PROTEOMAS DOS 6.797 ORGANISMOS
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FONTE: O Autor (2017).

Existe uma diferenca grande entre o menor e o maior proteoma
mitocondrial. O menor proteoma € o do Plasmodium chibaudi chibaudi (ID 4881),
com 1.055 residuos de aminoacidos, e o maior do Jakoba libera (ID 3075), com
24.648 residuos de aminoacidos.

O conteudo de genoma mitocondrial, bem como a ordem dos genes € o
tamanho em residuos de aminoacidos pode variar bastante de um organismo
para outro. De acordo com Rand (1993), os organismos ectotérmicos (aqueles
que necessitam do calor do ambiente para executar a regulagado da temperatura
do corpo) em relagcdo aos endotérmicos (com capacidade de regular a
temperatura corporal a partir de mecanismos internos), por exemplo, a variagao
do tamanho do genoma ocorre por pressdes mutacionais.

Confirmamos também que a ordem dos genes nos genomas dos animais
tende a ser conservada entre vertebrados para os 37 genes e as regides nao
codificadoras de proteinas (rRNA), porém em animais invertebrados, plantas,
fungos e protistas a ordem pode ndo ser a mesma, variando de espécie para
espécie. Este fato também é abordado por Fox (2012), Gray (2012) e Satoh et al.

(2016) em seus estudos.

4.2.2 Espaco Vetorial

A representacdo de sequéncias proteicas auxilia na analise de dados
genéticos. Recentemente, Asgari e Mofrad (2015) propuseram um método de
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extragdo de atributos, por meio de redes neuronais, utilizando dados do Swiss-
prot. De acordo com os autores, o método se mostrou consistente na identificacéo
de entropia presente em sequéncias, podendo ser utilizadas em varias aplicacdes
na area de reconhecimento de padrdes.

Muitas sao as informacbes que podem ser obtidas através de uma
sequéncia de proteina, e a representacdo vetorial € um método eficaz para
considerar diversos aspectos referentes a sequéncias genéticas. A exemplo de
alguns estudos, a identificacdo de dominios proteicos (TEICHERT; PORTO, 2006;
ASGARI, MOFRAD, 2015), relagbes evolutivas entre espécies (DELSUC,;
BRINKMANN; PHILIPPE, 2005), além de perfis de hidrofobicidade e propriedades
estruturais (BASTOLLA et al., 2005), sdo exemplos de aspectos que podem ser
evidenciados por meio de representagdes vetoriais.

Mapear sequéncias genéticas em espacgos vetoriais esta se tornando uma
area de pesquisa promissora (VINGA, 2014). A representacdo por k-mers
espagados tem norteado diversos estudos recentes (BODEN et al.,, 2013;
LEIMEISTER et al., 2014; HORWEGE et al., 2014; NOE; MARTIN, 2014;
BRINDA; SYKULSKI; KUCHEROV, 2015), e quando comparado com k-mers
contiguo, se mostrou ser mais eficiente na estimativa de distancias filogenéticas
e, consequentemente, melhor para a reconstrucdo de filogenias (BRINDA;
SYKULSKI; KUCHEROQV, 2015).

Neste trabalho, a construgido dos vetores levou poucos minutos para ser

concluida.

4.2.3 Representacao dos organismos, de acordo com a matriz de ocorréncia.

Ap6s a criacdo das matrizes e vetores que representam o proteoma
mitocondrial de cada organismo presente no conjunto de dados, utilizamos a
matriz Ms400, que contém as ocorréncias de aminoacidos, para gerar
representagcdes grafica dos proteomas mitocondriais. Para isso, utilizamos a
funcao “mmvfuzzy2d” (ANEXO 3). Esta fungdo emprega média mével Fuzzy para
verificar e suavizar os picos de maior ocorréncia entre as combinacdes de

aminoacidos presentes na matriz Ms400. A figura abaixo (FIGURA 7), elaborada
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considerando 10 pontos na vizinhanga, mostra as poucas diferengas existentes

entre os proteomas do Homo sapiens e Pan paniscus.

FIGURA 7 — MAPA DO PROTEOMA MITOCONDRIAL DE Homo sapiens X Pan paniscus
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FONTE: O Autor (2017).
LEGENDA: A. Homo sapiens. B. Pan paniscus.
NOTA: Representagado dos proteomas mitocondriais, segundo a funcéo “mmvfuzzy2d”. Os picos
em tons avermelhados refletem as areas suavizadas no proteoma onde existe maior ocorréncia de
combinagdes de aminoacidos na vizinhanga.

Os proteomas mitocondriais de ambos organismos possuem 3.789
residuos de aminoacidos. Estes proteomas sdo destacados aqui pois, segundo
estudos conduzidos nas Uultimas décadas, macacos e humanos possuem
ascendéncia comum, sendo o bonobo (Pan paniscus) e o chimpanzé (Pan
troglodytes) os mais semelhantes ao homem moderno (BRADLEY, 2008; BEGUN,
2010; DAS et al., 2014).

Para demonstrar que as diferencas entre proteomas sao facilmente
identificaveis adotando esta forma de representacdo da matriz Ms400,
exemplificamos utilizando os proteomas de Drosophila melanogaster (3.750
residuos de aminoacidos) e Arabidopsis thaliana (22.863 residuos de

aminoacidos), evidenciando a execugao em duas e trés dimensdes (FIGURA 8).



56

FIGURA 8 — MAPAS DOS PROTEOMAS MITOCONDRIAIS DE Drosophila melanogaster E
Arabidopsis thaliana

FONTE: O Autor (2017).
LEGENDA: A. Drosophila melanogaster. B. Arabidopsis thaliana.
NOTA: Ambos proteomas mitocondriais estdo representados em duas e trés dimensdes. Os picos
em tons avermelhados refletem as areas suavizadas nos proteomas onde existe maior ocorréncia
de combinagbes de aminoacidos. As imagens foram elaboradas utilizando 10 pontos na vizinhanga.

Nas FIGURA 7 e FIGURA 8 é possivel visualizar os locais onde ha maior
ocorréncias de combinacdes de aminoacidos. Na matriz Ms400, os locais onde
ocorre match, é representado pelo numero 1, e onde ocorre mismatch pelo numero
0. A média se desloca de acordo com a cobertura estabelecida na vizinhanga, que
pode ser ajustada. Conforme aumenta a concentragdo de ocorréncias, a cor vai
variando em uma escala de azul escuro (menos ocorréncias) até o vermelho
escuro (mais ocorréncias).

Medindo a diferenca entre as distancias euclidiana dos vetores dos
organismos representados na FIGURA7 e na FIGURA 8, obtivemos 31,84 de
diferenga entre o Homo sapiens e o Pan paniscus e 141,05 entre a Drosophila



S7

melanogaster e a Arabidopsis thaliana. Essas medidas sao justificaveis se
compararmos com a distancia entre o Homo sapiens e o Homo neanderthalis
(espécie humana extinta), que é de 16.

Os organismos da FIGURA 7 ficaram muito proximos nas arvores
filogenéticas construidas, ao passo que os organismos da FIGURA 8 ficaram bem

distantes. Estes fatos foram abordados nos resultados das filogenias.

4.3 RECONSTRUGAO FILOGENETICA

Quando realizamos buscas por artigos cientificos utilizando a palavra-
chave ‘livre de alinhamento” (alignment-free), nos deparamos com um grande
numero de publicagbes relacionadas ao termo, tanto na divulgagdo de novas
abordagens quanto da utilizagcdo de abordagens ja existentes. Com novas
tecnologias sendo inseridas no estudo do conteudo genético dos seres vivos, a
classificagao “livre de alinhamento” acaba se tornando um pouco ampla demais,
tendo em vista que a filogenia e comparagao de sequéncias bioldgicas podem ser
feitas utilizando varios algoritmos diferentes. As vantagens das metodologias
livres de alinhamento, quando se compara genomas completos, sdo abordadas
na literatura por Otu e Sayood (2003), Sims et al. (2009), Delsuc, Brinkmann e
Philippe (2005), Burki (2014) e Lemeister et al. (2014).

Uma das ferramentas baseada em metodologia livre de alinhamento que
norteou estudos relevantes (WU et al., 2009; JUN et al., 2010; CHEN et al., 2016;
ZHANG et al., 2017) é a FFP (SIMS et al.,, 2009. Recentemente, Zhang e
colaboradores (2017) realizaram reconstrugdo filogenética de 3.905 genomas
completos de virus utilizando esta metodologia. Como o tamanho dos genomas
virais varia consideravelmente, os autores optaram por calcular os tamanhos dos
k-mers dividindo o grupo de dados em quartis, de acordo com o tamanho dos
genomas. Em comparag¢do, no método proposto aqui, ndo ha necessidade de
dividir o conjunto total de dados (proteomas) em conjuntos menores. Utilizamos k-
mers espacados de tamanho fixo para toda a extensdo dos proteomas, obtendo
resultados igualmente satisfatorios, com menor custo computacional.

Optamos por utilizar o ‘UPGMA’ para a inferéncia das arvores filogenéticas

neste trabalho, pois ndo estimamos o tempo de divergéncia entre as espécies, e
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sim avaliamos a coeréncia do método de representagao vetorial proposto aqui.
Nas analises das arvores filogenéticas com e sem redugdo de dimensao,
utilizamos dentre os 6.797 organismos, os Hominidios e os Jakobidas como
exemplo.

Expomos parte dos resultados de nossas reconstru¢des filogenéticas
utilizando os Jakobidas com exemplo, motivados pelo grande conteudo proteico
do genoma mitocondrial, fato que foi abordado e reconfirmado com a
clusterizacdo neste trabalho. Os Hominidios foram utilizados como exemplo

devido ao genoma mitocondrial de mamiferos ser bem conservado.

4.3.1 Representacao dos Jakobidas

A utilizagdo de genomas completos pode afetar a distribuicdo de
organismos em arvores construidas por metodologias baseadas em alinhamento
pois, segundo Forterre (2015), a composi¢cao gendmica global é influenciada pela
transferéncia horizontal de genes. A falta de padréo na representagao proteinas
em alguns organismos pode ocasionar representacdes filogenéticas fracas, como
no caso das plantas e fungos, que apresentam maior variabilidade na ordem dos
genes em relacdo ao mtDNA animal. Recombinagdes, repeticoes e regides
intergénicas também podem resultar em agrupamentos filogenéticos equivocados
(AGUILETA et al., 2014).

Uma das vantagens da metodologia proposta neste trabalho é que a ordem
de ocorréncia das sequencias de proteinas nos proteomas, bem como areas de
repeticbes, ndo afeta a construcdo das arvores filogenéticas, tornando a
distribuicdo dos organismos nas arvores coerente.

A FIGURA 9 mostra a representacdo dos organismos Jakobidas nas
arvores filogenéticas Wr100, Wr400 e Wr800. Estes organismos aparecem muito

entre si, juntamente com outros organismos contemplados na figura abaixo.
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FIGURA 9 — COMPARAGCAO ENTRE OS JAKOBIDAS NAS ARVORES Wr100, Wr400 e Wr800.
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LEGENDA: A. Arvore com 100 atributos. B. Arvore com 400 atributos. C. Arvore com 800 atributos.
NOTA: Os jakobidas estao representados em vermelho.
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Nos nos das arvores Wr100, Wr400 e Wr800 que estédo representados os
Jakobidas, ndo houve diferengas significativas. Os jakobidas encontram-se
proximos entre si. Grande parte dos organismos representados nesse no sao
plantas, e sabe-se que as plantas possuem um grande conjunto de proteinas
codificadas pelo mtDNA, sendo a maioria produto subunidades ribossomais, além
de regides intrébnicas que contribuem para aumentar o mtDNA (AGUILETA et al.,
2014).

O organismo Jakoba libera, apontado neste trabalho como o de maior
proteoma mitocondrial, em relagdo ao numero de residuos de aminoacidos, esta
representado na FIGURA 9 em um né separado do organismo Jakoba
bahamiensis. Nas filogenias mitocondriais de Hampl et al. (2009), Burguer et al.,
(2013) e Kannan; Rogozin; Koonin (2014), estes organismos estao representados

no mesmo nd, como pode ser visto na comparacao realizada na FIGURA 10.

FIGURA 10 - REPRESENTAGCAO DAS RELAGOES DE PARENTESCO ENTRE OS JAKOBIDAS
NA ARVORE Wr800 EM COMPARACAO COM ARVORES CONSOLIDADAS.

A. B. Seculomonas
Histiona aroides = Jakoba libera
Reclinomonas americana Jakoba hahamiensis
Andalucia godoy ] EE Reclinomonas
Jakoba hahamiensis Histiona
Seculamonas ecuadoniensis Andalucia
C. Andalucia D. Andalucia incarcerata
—lg7 ” Jakobab ] ——————————— Jakoba b.aham:ens;s
Jakobal Jakoba libera
65 Seculamonas Seculomonas ecuadoriensis
i%— Reclinomonas Histiona aroides
———Histiona Reclinomonas americana

FONTE: Adaptado de Hampl et al. (2009), Burguer et al. (2013) e Kannan; Rogozin; Koonin (2014).
LEGENDA: A. Arvore Wr800 B. Filogenia proposta por Burguer et al. (2013). C. Filogenia proposta
por Kannan; Rogozin; Konnin (2014). D. Filogenia proposta por Hampl et al. (2009).

Nas filogenias acima (FIGURA 10), o organismo Andalucia godoyi é
apontado como sendo o mais ancestral, convergindo para as outras espécies de
Jakobidas. Utilizamos a arvore Wr800 (no quadrado vermelho) como comparagéo,
pois ela agrupou quase todos os Jakobidas no mesmo clado, com excec¢ao de um

organismo.
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O Jakoba libera é o unico dos Jakobidas representados aqui que possui o
mtDNA linear, além de um maior numero de repeticbes em relagcdo aos outros
Jakobidas. De acordo com Burguer et al. (2013), maiores caracterizagdes
bioquimica do mtDNA desse organismo sao necessarias para realizar conclusdes
a respeito de parentesco. O mtDNA de Jakobidas sofreu muitas perdas de genes
no decorrer de processos evolutivos (GRAY et al., 1998). A diversidade de
proteinas codificadas pelo mMDNA nesses organismos ¢é abordada
detalhadamente no estudo de Burguer et al. (2013).

Para avaliar a filogenia proposta de outra maneira, utilizando um conjunto
de organismos com proteinas mitocondriais totalmente evidenciadas, optamos por
representar os primatas Hominidios, que possuem uma histéria evolutiva bem
esclarecida na literatura. Em contraste aos Jakobidas e as plantas, os mamiferos
possuem as regides mtDNA bem conservadas (GISSI et al., 2008), conforme

constatado nos resultados da clusterizagao.

4.3.2 Representagado dos Hominideos

Arvores filogenéticas evidenciando o parentesco dos seres humanos com
outros mamiferos sdo bem populares (CHATTERJEE et al., 2009; CAMPBELL;
LAPOINTE, 2010; FINSTERMEIER et al., 2013; DAS et al., 2014). E comum
encontrarmos em livros e certos artigos cientificos imagens de humanos
associadas aos macacos, porém a historia evolutiva dos Homo sapiens € mais
complexa que uma simples associagao por caracteristicas fenotipicas.

Segundo a histéria evolutiva, os hominideos divergiram em pequenos
macacos (Hyalobatidae) e grandes simios, representados pelos primatas mais
proximos ao homem. O Nomascus foi o primeiro representante do grupo dos
pequenos macacos a divergir, seguido do Symphalangus e Hylobates. Os
grandes simios orangotangos (Pongo) divergiram dos grandes macacos africanos
e dos seres humanos, enquanto o Gorilla se separou do Homo e do Pan. Por fim,
0s chimpanzés e os seres humanos se divergiram (FINSTERMEIER et al., 2013).

Utilizando o proteoma do Homo sapiens como exemplo, realizamos

comparagdes entre os nos da arvore onde constam os hominidios, a fim de
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confirmar as evidéncias evolutivas propostas pela maioria dos autores. A FIGURA

11 apresenta o n6 nas arvores geradas com 100, 400 e 800 atributos.
FIGURA 11 - COMPARACAO ENTRE OS NOS DOS HOMINIDEOS NAS ARVORES Wr100,

Wr400 e Wr800.
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Gorilla gonilta gorilla L Fanrgo pygmaeis
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Hyiobafes pligatus Homa sapliens ssp. Denisova
Symphalangus syndactylus Homo sapliens
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—L_
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Homo saplens ssp. Denisova
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Homo saplens neanderthalensis
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) FONTE: O Autor (2017). )
LEGENDA: A. Arvore gerada com 100 atributos. B. Arvore gerada com 400 atirbutos. C. Arvore
gerada com 800 atributos. * Né em que houve diferengas entre B e C.

Note que, se associarmos com a historia evolutiva dos primatas, de acordo
Chatterjee et al. (2009), Campbell e Lapointe (2010), Finstermeier et al. (2013),
Das et al. (2014), com as arvores de 400 e 800 atributos sdo bem coerentes e

praticamente iguais, sendo a unica diferenga entre as duas é o né em que se
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encontra o Hylobates. A arvore de 100 atributos € menos sensivel. Realizamos
também a reconstrucdo filogenética sem redugédo de dimenséo, utilizando o vetor
W160k, proveniente da matriz de Ms400 e comparamos com o método de
alinhamento (FIGURA 12).

FIGURA 12 - FILOGENIA W160k X FILOGENIA DE ALINHAMENTO

A Nomascus gabriglise B
- Nomascus leucogenys - [~ (Gonila gonilia goriia
Nomascus siki Nomascus gabrieliag
5"’?7-; hfi&ngur syndachyius _[Nﬂmascus lBUCOnBnys
obales agifis
iy f y — Nomascus sk
Hylobales lar
— Hylobates pilealus Syrnphalangus syndachdus

FPango abeli — Rylobales agilis

Pongo pygmaeus Hylobales far

gan:}a gon:;a ’ Fylobates pileatus
orilla gonlla gonlia Pongo abeli

Homao heideibargensis
Homo sapiens ssp Denisova Homo heidelbergensis
Homo saplens Homo sapens ssp Demsove

Homo sapiens neandadhalensis Homip sapiens

Pan paniscus Homo sapiens neanderhalansis
Pan lroglodyies

FONTE: O autor (2017).
LEGENDA: A. arvore gerada sem reducao de dimensdo, com 160k. B. arvore gerada com
alinhamento, utilizando s fungéo “Selfalign2”.

A arvore gerada a partir do vetor W160k, € muito semelhante a
representacdo de Chatterjee et al. (2009) e Finstermeier et al. (2013), conforme
visualizada na FIGURA 13.
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FIGURA 13 — COMPARAGAO ENTRE A FILOGENIA DE 160K COM A LITERATURA
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FONTE: Adaptado de Finstermeier et al. (2013), Chatterjee et al. (2009).
LEGENDA: Em vermelho filogenia proposta sem redugéo de dimensao, utilizando vetor de 160k.
A. Filogenia proposta por Finstermeier et al. (2013). B. Filogenia proposta por Chatterjee et al.
(2009). * O organismo Hoolock nao esta representado em nossa filogenia.

Houve uma certa dificuldade para encontrar estudos filogenéticos que
pudessem ser utilizados como referéncia, tendo que vista que as arvores geradas
por meio de nossa metodologia sdo diferentes das metodologias utilizadas nos
consensos. As arvores utilizadas como comparagao foram obtidas por meio de
alinhamentos concatenados.

A utilizacdo de supertrees para reconstruir filogenias com grande numero
de sequéncias gendmicas, usada por Delsuc, Brinkmann e Philippe, (2005),
Binida-Emonds et al. (2007), Chatterjee et al. (2009), Campbell e Lapointe (2010)
e Burki (2007), é eficiente para demonstrar relagbes de parentesco e evolutivas,
porém demanda tempo. Em comparacdo, o método proposto aqui com reducio
de dimenséao é extremamente agil, produzindo arvores filogenéticas em segundos,
com a mesma eficiéncia na representagao de relagdes de parentesco.

A correlagdo de Pearson entre a distancia pairwise das arvores de 160K e
de sequéncias é de aproximadamente 70%. Obtivemos resultados melhores com
a correlagdo de Spearman, com aproximadamente 85%. Isso demonstra que a
arvore W160k é correlata a arvore gerada por alinhamento de sequéncias. As
correlacbes de Pearson e Spearman entre as distdncias de todas as arvores é
apresentada QUADRO 2.
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QUADRO 2 — CORRELAGCAO DE PEARSON E SPEARMAN ENTRE A DISTANCIA PAIRWISE
DAS FILOGENIAS

SelfAlign Wr100 Wr400 Wr800 W160k
SelfAlign 100 37,39 39,28 41,34 68,01
Wr100 81,24 100 99,83 99,52 84,34
Wr400 83,53 93,99 100 99,88 85,98
Wr800 84,37 92,31 97,54 100 87,64
W160k 84,97 86,96 90,69 92,52 100

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: Em cinza: correlagdo de Pearson. Em laranja: correlagdo de Spearman.

Analisando a filogenia como um todo, ndo somente a representacéo dos
Jakobidas ou a dos Hominideos, as arvores resultantes do vetor Wr800 e W160k
estdo com os ramos mais bem resolvidos em relacdo as outras arvores com
reducdes maiores. Isto é refletido principalmente nos trechos das arvores onde o

conjunto de dados € mais ordenado, como no caso dos animais.
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5. CONCLUSAO

Analisando a etapa de clusterizagdo como um todo, obteve-se uma visao
geral do comportamento do mtDNA nos diversos organismos, o que foi
satisfatorio. O agrupamento realizado pelo RAFTS3groups se mostrou rapido e
eficiente. Praticamente todas as proteinas codificadas pelo genoma mitocondrial
puderam ser evidenciadas e isto ajudou na constru¢do da filogenia.

De modo geral, as trés arvores com redugao de dimensao (W100, W400 e
W800) sao validas e representam a historia evolutiva. A filogenia W160k se
mostrou tao eficiente quanto a filogenia resultante de alinhamento. Os nds que
possuem grupos com grande numero de representantes sdo bem consistentes
quando comparados com reconstru¢gdes de outros autores ao passo que, 0s
grupos que possuem um numero pequeno de representantes, podem estar
instavelmente representados na arvore.

A principio, podemos afirmar que nosso método de representacgéo vetorial €
tao eficiente quanto o alinhamento para representar os organismos nas arvores
filogenéticas. Com isso, 0 que pode-se questionar é se as metodologias utilizadas
em grande parte das filogenias até 0 momento, sdo realmente a melhor maneira
de evidenciar processos evolutivos e expor todos os aspectos presentes em um
proteoma, uma vez que utilizar somente partes conservadas de alinhamentos
concatenados gera perda de informacao.

Como perspectivas futuras, pretendemos realizar mais testes utilizando
nosso metodo em um conjunto de dados bem estruturado, com o proteoma
mitocondrial de todos os organismos ordenados igualmente. Com isso,
acreditamos que as representacgdes filogenéticas ficarao mais préoximas ainda da
real distribuicdo dos organismos nas arvores, com potencial para ser um método

melhor que o alinhamento de sequencias.
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APENDICE 1 — DESCRICAO DA FIGURA 1

Os ribossomos contém o rRNA que participa na sintese de proteinas. O espaco
intermembranoso possui enzimas que auxiliam no acumulo protons, além de
conter varias enzimas. A matriz mitocondrial contém enzimas que metabolizam o
piruvato e acido graxo, além de tRNA, mRNA e rRNA. A membrana interna
contém os componentes da cadeia transportadora de elétrons. A membrana
externa é permeavel e auxilia a entrada de moléculas, além de conter enzimas de
degradacao de lipidios. As cristas auxiliam no aumento da produgcao de ATP,
aumentando a superficie da membrana interna. A molécula de DNA é compacta e

pequena, podendo ser linear ou circular dependendo do organismo.
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APENDICE 2 — DESCRICAO DA FIGURA 2

Em verde estdo os genes que codificam para subunidades do complexo | (NADH1
— NADH6 e NADHA4L). Em rosa, as subunidades do complexo IV (COX1-COX3).
Em roxo esta representado o complexo Il (CYTB). Em azul escuro o complexo V,
compreendendo as subunidades da ATP sintetase (ATPase 6 e 8). Em azul claro
estdo os dois rRNAs (12S e 16S), e junto ao rRNA 16S o peptideo Humanin em
vermelho. Os 22 tRNAs estdo representados por circulos amarelos. A regiao de
controle ndo codificada (D-loop), fundamental para o inicio da replicacdo e

transcricéo, esta representada em cinza.



APENDICE 3 — PARSER DOS DADOS ANTERIOR A CLUSTERIZACAO

Z char (allf.Header);
n = length(z(:,1));
VOrg = cell(n,1);

for iaux=1l:n

ui = strfind(Z (iaux,:),'0S= [");
uf = strfind(Z (iaux,:),"'1");
VOrg{iaux} = Z(iaux,5+ui:uf-1);

end
OrgN = unique (char (VOrg), 'rows');
[a Orgl] = ismember (VOrg,OrgN, 'rows');



APENDICE 4 — SCRIPT DE CONSTRUCAO DOS VETORES

$Script unify fasta Orgs
F = struct2cell (RSM160317.fas);
C=F(2,:)";
lxcat = mat2celllines(repmat ('*****' length(C(:,1)),1)); % Finaliza
com lixo para acertar emendas
Z = cellfun(@(x,y) [x v],C,1lxcat, 'UniformOutput', false)"';
n = length (RSM160317.0rgN) ;
clear OrgFs
for ii=1:n
OrgFs (ii) .Header = RSM160317.0rgN(ii, :);
OrgFs (ii) .Sequence = [Z{RSM160317.0rgI==1ii}];
ii
end
% Vetoriza
Ms400 = cell(n,1);
W1l60k = zeros(n,160000);
for ii=l:n
Ms400{ii} = seg2mat (OrgFs(ii) .Sequence);
W1l60k (ii, :) = matinline (Ms400{ii}):
ii
end
Reorganiza pela nome de ocorrencias dos dots no mitocondrial

o\

o\

[xx rord] = sort(rand(l,160000));
Wrl60k = RSM160317.W160k(:,rord);
Wrl100 = totWbyk (Wrl60k,nkinds (160000,100));

o

o
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APENDICE 5 - FUNCAO FILOMAT

function [mret dist] = filomat (M,names, varargin)
% Gera arvore filogenetica da variavel RSM
%$dist = pdist (M, @Ccosdist);
if ~isempty(varargin)

dist = varargin{l};

else

dist = pdist (M) ;
end
$dist = dist2; $distl.” (1-0.01*dist2);
tree = seqglinkage(dist, 'UPGMA',names) ;
$tree = seqglinkage(dist, 'complete',names);

phytreetool (tree)
mret = tree;
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APENDICE 6 - DESCRICAO DO QUADRO 1

Os genomas de plantas, leveduras e protistas codificam para grande parte destas
proteinas. * A proteina RuBisCO, presente no cluster de ordem 771, responsavel
pela fotorrespiragcédo, € derivada de cloroplasto, e segundo os dados obtidos no
RefSeq, esta presente no protebma de Salvia miltiorrhiza, Capsicum annuum,
Brassica nigra e Vitis vinifera. A origem desta proteina no proteoma mitocondrial &
incerta.



ANEXO 1 — FUNCAO RAFTS3groups

function mret = rafts3group(fsall,

varargin)

% Agrupa sequéncias de uma variavel fasta fsall

% com corte de selfscore 0.5
$tipo = 1; %$Sequéncia em NT
$tipo = 2; %$Sequéncia em aa
tipo = 2;
try hasfield(fsall, "'rdfs"')
dball = fsall;
xinfile = ischar (dball.rdfs);
if ~xinfile
xfas = varargin{l}; % Se o

memoria passa-la em varargin
end
o

catch % Precisa formatar banco
if ~isempty(varargin)

tipo = varargin{l};
end
tic;
if tipo==
dball = formatdb (nt2aafas(fsall));
xfas = nt2aafas(fsall);
else
fsall
dball = formatdb (fsall);
xfas = fsall;
end

end

o)

xinfile = ischar (dball.rdfs);

o

o

if xinfile

% Banco formatado a partir de arquivo gravado

$Recebe banco ja& formatado;

banco é baseado em variavel de

%$Formata Rafts3

$Formata Rafts3

(ndo fasta em memoria)

n = length(dball.rdid);
else
n = length(xfas);
end
grps = zeros(n,1);
cont = 1;

for i=1:n
if mod(i,100)==
disp([i cont]);
end
if ~grps (i)
if xinfile
ifas =
else
ifas =
end
q rafts3(ifas,dball, 50);
u = g.scores;
igr =

xfas (1) ;

u(u(:,2)>0.50,1:2);%%%%%%%2%%3%%%%%

lgrs = grps(
ugp = unique
%disp (ugp) ;

if sum(ugp)==0

readfastadirectp2 (dball.rdfs,i,dball.rdid);
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end

%

7 =

zu =
[xx

toc;
mret
mret

mret

grps (igr(:,1)) = cont;
cont = cont+1;
else
grps (igr(:,1)) = mode (ugp);
end
end

contaocorr (grps) ;
z(z(:,2)>1,:);
ii] = sort(zu(:,2), "'descend");

.igrp = grps;
.contall = z;
.contg2 = zu(ii, :);
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ANEXO 2 — FUNCAO AGRUPARAFTS

function mret = agruparafst(file)
funcdo de agrupamento de genes orthologos usando o rafsts3groups
copyright (c) 2014 federal university of parana

o o o°

oe

laboratério de bioinformatica - sept

pés—-graduacdo em bioinformatica

universidade federal do parané

rua dr. alcides vieira arcoverde, 1225, jardim das américas

o° oo

o\

% curitiba - pr
% cep 81520-260
% brasil

o\

o\

nilson coimbra
nilson.coimbra@ufpr.com
%load dbstruct

%$carrega dbstruct do sila
system ('mkdir Clusters')

o°

output = [pwd '/Clusters'];

allf = fastaread(file);

b = tic;

rftgroups = rafts3group(allf,?2);
e = toc;

save rftsgroups.mat, rftgroups;
posis = (int64 (rftgroups.igrp)):;

%indices das sequéncias agrupadas
fileid = fopen([output '/Orthologs Clustered report.tab'],'w');
fprintf (fileid, ['Cluster n°\t Produto\tQuantidade\n']);
for i=l:length(rftgroups.contg?)
$verifica os grupos com mais de duas sequéncias
% agrupa usando o rafts
clu = allf(posis(:)==(rftgroups.contg2(i)));
% anota sequencidas do grupo identificado e adiciona informac¢do no
% report
td = int2str(length(clu));
nota = sila(dbstruct,clu);
ame = anota.annotation(l).annotatedFasta.Header;
ra = strfind(name, '|"');
chete = strfind(name,'[");
name = name (barra(4)+l:colchete(l)-1);
rs = [1int2str (i) "\t' gtd]l;
$formata escrita
fprintf (fileid, [rs '"\n' ]1);
% Formata o cabecalho do grupo identificado
for j=l:length(clu)
clu(j) .Header = ['>Cluster ' int2str(i) ' ' clu(j) .Header];
end

o
R

fastawrite ([ output '/Cluster ' int2str(i) '.fasta'l, clu);
end
fclose (fileid) ;
cd([pwd '/Clusters'])
system('type Cluster* > allClusters.fasta');
disp(e);
end



ANEXO 3 — FUNCAO “mmvfuzzy2d”

function mret = mmvfuzzy2d (MO, vz)
%c0 = [1 1; 50 30; 100 50; 21 47];
fg = figure;

xlines = length (MO (:,1));

T = prod(size (MO));

M1 = MO;

nloo = 1; %Recursodes

xx = 100; %$Linhas por iteracdo - deve ser divisor do tamanho da
matriz - melhorar

xhedge = 1; %0.5;% Distanciamento de cores

o

°
o)

for iloo=1l:nloo % Recursdes
image (normmaxmin (M1) *255)

M2 = [M1 M1l (:,end)*0];
M3 = M2;
xinds = (find (M1==M1l)) ;
nvz = vz;

istep = min (xx*length (xinds)/xlines, length (xinds)) ;

Generalizar/melhorar

o
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for iter=1l:istep:length(xinds) Fatias

ixinds = iter: (iter+istep-1

try
cO0 = vints2ij (xinds (ixinds),xlines); %Colocar dimensao do

y (nlins)

catch
'Usar numero de linhas total multiplo de xx'
exit

end

M = zeros (2*nvz+1,2*nvz+1l);

I = find (M==M);

ijs = ints2ij (length(I),2*nvz+l);

c = [nvz+l nvz+1l];

Ids = normavect(ijs - repmat(c,length(I),1));

Iin = Ids<=nvz;

SM(I(Iin)) = 1;

Sxkxkx*k*x*Daegscarta a borda
I = I(Iin);
Ids = Ids(Iin);

ijs = ijs(Iin,:);

%********End

L = length(I);

I1 = find (M1==M1) ;

L1l = length(Il);

%CL = length (M1 (:,1));

$LL = length(M1(1,:));

nc = length(cO0(:,1));

Ifz = repmat ((Ids/nvz)"',nc,1);

% Funcional para 1 ponto: idsl = ij2ints((ijs + repmat (cO0-
[nvz nvz],length(I),1)),length(M1(1,:)));

a = (repmat(ijs,nc,1));

b2 = cO-repmat ([ (nvz+1l) (nvz+l)],nc,1);

%b = vints2ij (mat2vet (repmat (ij2ints (cO-repmat ([ (nvz)

(nvz)],nc,1),CL),1,L))",CL);



b = [ (mat2vet (repmat (b2 (:,1),1,L))")
(mat2vet (repmat (b2 (:,2),1,L))")]1;
ab = a + b;
Msz = size (M1);

o)

o

idsl = ij2ints(ab,length (M1 (:,1)));

Fii

find(idsl>0 & idsl<=length(Il));

%$I0 = repmat(I,nc,l);

o

]

Idss
Inot

vet2mat (idsl, L) ;
= vet2mat (min (ab'
(ab(:,2)>Msz (1)) "',L);

)<=0 | (ab(:,1)>Msz(2))"

Iin = repmat (Iin',length(Idss(:,1)),1);

o

]

Idss (logical (Inot))

L1+1;

Idss (logical (Inot)) = L1+1;

Ina = (M3==-1);
Ina = Ina(Idss); $Tratamento -1
$M2 (Idss) = Ifz.”3; %Iin; $Ifz.*M2 (
%M2 (Idss) = Ifz.*M2(Idss);

% U = sum (M3 (Idss)
U = sum (M3 (Idss).*(((1-

Ifz) .*double(~Ina)) ."xhedge),2)./sum(~ (Inot |
$M2 (xinds (1:1length(U))) = U;
M2 (xinds (ixinds)) = U;
figure (fqg)
image (M2*255)

end
Ml = M2(:,1l:end-1);

end

$M1 = normmaxmin (M1) ; $Normaliza

M1l = normmaxmin (M1)*255; $Aplica Hedge

mret = Ml;

figure

mesh (M1)

mret = imrotate (mret,-90)"';

figure (fqg)
imagesc (mret)

Idss);

Ina),2);

.*((1-Ifz)."xhedge),2)./sum(~Inot,?2);
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