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RESUMO
Com o avanco das tecnologias de sequenciamento, a organiza¢do das bases de dados
secunddrias é uma contribui¢cdo importante, nas quais o conhecimento existente é
organizado com base em informacdes bioldgicas. Agrupamento de genes homologos
e a atribuicdo de termos de ontologia funcional envolvendo genes ja conhecidos sdo
formas de acelerar a andlise de dados de novos sequenciamentos. Neste trabalho
relatamos o desenvolvimento do SeedServer, U-MAGE e aplicagdes. A integragdo
de bancos de dados e programa agrupador de proteinas homodlogas capazes de
incluir sequéncias provenientes de genomas incompletos, conjuntamente com
metodologias de validacdo e comparagdo de estruturas secunddrias resultou no
desenvolvimento da ferramenta SeedServer. Grupos de homdlogos criados a partir
de sequéncias de interesse do usudrio sdo gerados com auxilio de uma interface web
onde também ¢é possivel descarregar as sequéncias agrupadas, obter relatdrios com
taxonomia completa e estimar a origem do gene em questdo através da determinacio
do ancestral comum mais recente. O programa SeedServer, apds ser testado e
avaliado foi entdo utilizado em um estudo da heterotrofia de aminoécidos através da
formacdo de grupos de homoélogos das enzimas presentes nas vias biossintéticas de
aminodcidos essenciais, demonstrando um quadro denominado de Grande Delecio
Genomica em diferentes grupos de eucariotos e procariotos. A esse evento pode se
suceder a perda da capacidade de assimilacdo de nitrogénio, componente essencial
na formag¢do dos aminoécidos. Estudos filogenéticos mostraram uma maior taxa de
mutagdo dentre as enzimas remanescentes de vias incompletas quando comparadas
com outras de vias completas. Adicionalmente, para melhorar a qualidade da

anotacdo funcional de sequéncias protéicas, foi criada a ferramenta denominada U-



MAGE (UniRef50 Matrices for Annotation of Gene Ontology Entries) que utiliza
como base de propagacdo de termos de ontologia funcional, matrizes de cobertura
entre sequéncias de mesmo UniRef50. O U-MAGE demonstrou uma melhora
qualitativa significativa na anotacio de ontologia funcional de diversos organismos.
As duas ferramentas SeedServer e U-MAGE contribuem para a aceleragdo da
propagacdo de informagdo de proteinas conhecidas, um desafio atual imposto a

Bioinformdtica para fazer frente a intensa producio de novas sequéncias.
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ABSTRACT

With advances in sequencing technologies, an important contribution is the
organization of secondary databases, where existing knowledge is organized based
on biological information. Grouping of homologous genes and assigning terms of
functional ontology involving already known genes are ways to speed the analysis
of data from new sequencing. We report the development of SeedServer, U-MAGE
and applications. The integration of databases and a program capable of clustering
homologous proteins including sequences derived from incomplete genomes,
together with validation methods and comparison of secondary structures resulted in
the development of SeedServer tool. Groups of homologous sequences chosen from
user interest are generated with the aid of a web interface where you can also
download the grouped sequences, get taxonomy reports and estimate the origin of
the gene in question by determining the lowest common ancestor. The program
SeedServer after being tested and evaluated was then used in a study of amino acid
heterotrophy by forming groups of homologous enzymes present in the essential
amino acids biosynthetic pathways, showing a scenario called the Great Genomic
Deletion in different groups of eukaryotes and prokaryotes. Following that event
may be the loss of assimilative capacity of nitrogen, an essential component in the
formation of amino acids. Phylogenetic studies showed a higher rate of mutation
among the enzymes remaining in incomplete pathways when compared with others
from complete pathways. Additionally, to improve the quality of functional
annotation of protein sequences, we created the tool called U-MAGE (UniRef50
Matrices for Annotation of Gene Ontology Entries) that uses as the basis of

propagation of functional ontology terms the coverage between sequences within a

vii



UniRef50 organized in matrices. The U-MAGE demonstrated a significant
qualitative improvement in functional ontology annotation of various organisms.
Both tools SeedServer and U-MAGE contribute to the acceleration of the
information spread from known proteins, a challenge to the current Bioinformatics

to face the intense production of new sequences.
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1. Introducao

Uma importante contribuicdo da Bioinformadtica para a anélise rdpida de novos
sequenciamentos € a organizacdo da informagdo ja conhecida em bases de dados
sendo um importante recurso apresentado pelas bases de dados de genes homoélogos,
nas quais os mesmos apresentam-se organizados por categorias funcionais. Algumas
vezes, genes de interesse de um investigador ndo sdo encontrados nessas bases de
dados ou a informagdo esta incompleta. O trabalho desenvolvido por nosso grupo
atua nessa lacuna. Para uma melhor compreensio do tema, revisamos inicialmente o
conceito de homologia, os métodos atuais para criacdo de grupos de homodlogos, as
bases de dados de homoélogos disponiveis — ou que se referem a elas — e os
agrupamentos por ontologia gé€nica que consistem em um recurso andlogo.
Introduzimos também nessa se¢do o tema “aminodcidos essenciais”, pois aplicamos
as ferramentas desenvolvidas em um estudo de caso focado na origem da

heterotrofia de aminoacidos.

1.1. Homologia e conceitos

Os genomas dos organismos estudados hoje sdo como retratos parciais,
agrupados e comparados na tentativa de elucidar a cadeia de eventos continuos
ocorridos durante o processo evolutivo, tais como mutacdes, rearranjos, duplicacdes,
insercOes e delecdes. Tais variagdes genéticas, com susceptibilidade de ocorréncia
em regidoes ndo codificantes como codificantes, sdo uma das diretrizes que moldam
o ganho ou perda de fun¢des metabdlicas. Dois ou mais genes separados ao longo
desse processo de evolucdo, descendentes de um ancestral comum, sdo intitulados
genes homodlogos e podem ainda desempenhar o mesmo papel biolégico. Esses

genes encontram-se sob pressdes seletivas e embora acumulem mutagdes ao longo



de suas existéncias, guardam ainda similaridades. A similaridade da cadeia de
aminodcidos e/ou estrutural € tida como forte indicativo da manutencdo da funcdo.
Por esse motivo, técnicas de agrupamento que correlacionam proteinas de fungdo
desconhecida a outras ja descritas na literatura sdo valiosas e muito utilizadas para
inferéncia e propagacdo da informacdo bioldgica, bem como para estudos de
evolucdo génica, de genes taxonomicamente exclusivos e da gendmica comparativa.

Como proposto por Sonnhammer e Koonim [1] o conceito de homologia mais
difundido e aceito pode ser subdividido nas seguintes categorias principais: (i)
Ortélogo: genes homdlogos que sofreram um evento de especiacdo; (ii) Pardlogos:
genes homoélogos resultantes de um evento de duplicacdo na mesma espécie; (iii) In-
Pardlogos: Pardlogos resultantes de um evento de duplicagdo ocorrido apés um
evento de especiagdo e por fim (iv) Out-Pardlogos: Pardlogos resultantes de um
evento de duplicacdo ocorrido anteriormente a um evento de especiacio.

A Figura 1 organiza espacialmente e temporalmente as divisdes citadas acima.
Cada espécie é representada por um formato distinto, circulo, cruz, quadrado e
losango enquanto os genes por letras e nimeros. Uma espécie ancestral,
representada por um retangulo, passa inicialmente por um processo de especiacdo
(Especiacdo 1) seguido de um evento de duplicagdo (Duplicagdo 1) do gene A em
questdo. Um segundo evento de especiacdo se segue (Especiacdo 2) e uma das
copias de A passa entdo por outro evento de duplicacdo (Duplicacdo 2).
Consideremos que B1 e C1 mantém a mesma sintenia da cépia A, entdo A, B1 e C1
sdo exemplos de genes ortdlogos. Na espécie representada pelo quadrado, B1 e B2
sdo pardlogos, assim como C2a e C2b sdo pardlogos na espécie representada pelo

losango.



Ancestral comum

B Especiacdo 1

Duplicacao 1

Especiagéo 2

Duplicacao 2

Figura 1: Homodlogos e suas subdivisdes. Espécies distintas estdo representadas por circulo,
cruz, quadrado e losango; o ancestral estd representado pelo retdngulo; os genes, representados por
letras e nimeros. Cruz vazia representa delecdo do gene. Linha tracejada: evento de especiac¢do;

forquilha reta: evento de duplicaciio génica. Ver o texto para explicagdo.

Note que a Especiagdo 2 € subseqiiente a Duplicacdo 1. Eventos subseqiientes de
especiacdo tendem a favorecer neo-funcionalizagdo (surgimento de funcio
totalmente nova) de genes duplicados, os quais acabam por formar novas familias
génicas. E possivel que os genes Bl e B2 constituam ji familias génicas diferentes,
e a designacdo mais especifica proposta nesse caso € out-pardlogos. Em
comparagdo, os genes C2a e C2b podem ser designados in-pardlogos, os pardlogos
propriamente ditos, pois se trata de duplicacdo na mesma linhagem. Na formacdo de
grupos de homélogos € critico inserir out-pardlogos em grupos distintos. Uma perda
ou delec@o génica estd representada por uma cruz vazia ocorrida junto ao primeiro

evento de especia¢do. O estudo de perdas génicas fica mais possivel de ser estudado

a medida que mais genomas completos ficam disponiveis.
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A criacdo de pardlogos € tida como uma fonte na geracdo de novos genes, uma
vez que enquanto uma cOpia desempenha seu papel no metabolismo a outra estd
livre de pressdes seletivas e, portanto susceptivel a alteracdes. Dessa forma os
pardlogos podem sofrer sub-funcionalizacdo (dividir fun¢des pré-existentes) ou
mesmo neo-funcionalizagdo, como mencionado anteriormente.

Diferentes parametros relativos a similaridade e filogenia das sequéncias sdo
entdo empregados para agrupar genes dessas categorias, mas de maneira geral, em
um grupo de homdlogos objetiva-se a inclusdo de ort6logos e in-pardlogos, uma vez
que out-pardlogos sdo mais propensos a terem sofrido alteracdo de funcio bioldgica

e comumente tidos como nédo ortélogos e sim membros de familias génicas distintas

como, por exemplo, é caso dos diferentes tipos de histonas e globinas.

1.2. Métodos para agrupamentos de sequéncias homologas

Devido a importantes utilidades em anotagdes funcionais e estudos evolutivos,
diferentes metodologias foram propostas para geracdo e disponibilizacdo de bancos
de dados de grupos de homdlogos. Geralmente, tais métodos exigem a inclusdo de
apenas genomas completos para andlises. Comparar diversos proteomas, par a par,
extraindo o melhor alinhamento reciproco (“Bidirectional Best Hif” — BBH) em uma
comparagdo de todas as protefnas contra todas utilizando o algoritmo BLAST [2] é
uma forma simples e eficiente de inferir homologia, quando um nimero
relativamente pequeno de genomas sdo considerados, como ocorre no algoritmo
InParanoid [3]. Apesar de se limitar a pares de organismos é um algoritmo capaz de
distinguir in-pardlogos de out-pardlogos, dadas algumas regras internas como nio
agrupar genes de um mesmo organismo se o escore for inferior ao do alinhamento

com um gene do outro organismo, além de nio necessitar de arvores filogenéticas.
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A comparagdo par a par também pode ser estendida de forma a envolver mais de
dois organismos, através da formacdo de melhores cruzamentos triangulares [4-6],
porém esses métodos sdo mais sensiveis a erro em casos de delecdes génicas - uma
vez que a relagdo entre homdlogos estd perdida - e a proteinas com multiplos
dominios. Para minimizar este problema foi desenvolvido um aprimoramento do
método BBH que leva em consideracio as delecdes génicas e distancias
evoluciondrias [7]. H4 também técnicas como as aplicadas na base de dados do
OrthoMCL [8] que fazem uso de modelos de Markov para refinar o agrupamento
final.

Partindo-se de grupos de homdlogos pré-computados, alguns métodos constroem
arvores filogenéticas para distingdo entre ortélogos e pardlogos [9], porém para
melhor detectar eventos de duplicagdo e especiagdes génicas, métodos hibridos
(similaridade de sequéncia mais arvores filogenéticas) foram desenvolvidos. Mesmo
contendo poucas dezenas de genomas eucaridticos, Ensembl Compara [10] é uma
fonte atualizada de grupos de homdlogos com a vantagem de serem menos
influencidveis por delecdes génicas enquanto os grupos PHOGs [11] lidam bem com
proteinas multi-dominios. J4 o TreeFam é uma base manualmente curada [12]. No
entanto, quando comparados entre si, métodos baseados em filogenia mostram-se
menos eficientes do que os algoritmos de similaridade de sequéncia [13].

Com a crescente facilidade em sequenciamento de genomas, manter a
atualizag@o, com buscas intensivas de BLAST, dos grandes bancos de dados de
grupos de homdlogos [14] deve se tornar computacionalmente proibitivo. Nesse
sentido, nosso grupo recentemente desenvolveu uma ferramenta capaz de criar
grupos de homoélogos sob demanda a partir de sequéncias protéicas de interesse,

com a grande vantagem de incluir informacdes provenientes de genomas
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incompletos [15]. Desenvolvemos também uma metodologia para enriquecer bases
de dados ja existentes como o COG - Clusters of Orthologous Groups - [16] a
aplicamos ao enriquecimento de grupos KEGG Orthology (KO) [17], detalhado
posteriormente (dados ndo publicados desenvolvidos durante o doutoramento em
bioinformética do Dr. Gabriel da Rocha Fernandes pela Universidade Federal de

Minas Gerais em 2011) [18].

1.3. Bases de dados biolégicos

E esperado que bancos de dados biolgicos que se propdem a viabilizar dados de
um determinado campo de estudo & comunidade cientifica, como por exemplo,
grupos de sequéncias homdlogas, independentemente do algoritmo utilizado para
defini-los, respeitem algumas caracteristicas fundamentais como: confiabilidade,
atualizagdes periddicas, permitir acesso aos dados pelos usudrios, disponibilidade
pela internet e ndo somente via instala¢do local, além de interacdo com outras bases
de dados para enriquecer a qualidade da informacao.

Nos tdépicos dessa secdo serdo abordados os bancos de dados utilizados como

referéncia no presente trabalho que obedecem a essas regras.

1.3.1. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - KEGG

A base de dados KEGG ¢é uma fonte de informagdo consistente, organizado em
diferentes mddulos como KEGG Genome (contém informacdes de todos os
genomas completos disponiveis), KEGG Medicus (correlaciona informagdes entre
drogas e doencas humanas), mas iremos ressaltar aqui os médulos KEGG Orthology

(KO) e KEGG Pathway.
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O KO apresenta uma relacdo de mais de 14 mil grupos de homdlogos de
sequéncias provenientes de genomas completos dos trés grandes dominios de seres
vivos, eucariotos, procariotos e archaeas. Esses grupos sdo formados de forma
automdtica e manual, ambas através da andlise de alinhamentos BBH que sao
processados e armazenados para todos os genes. A cada KO € designado um nimero
K (exemplo: K0O0OO1 - dlcool desidrogenase) e sempre que a funcdo enzimdtica é
conhecida, associa-se também o cddigo enzimdtico padronizado e hierdrquico
estabelecido pela ITUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology) conhecido como nimero EC — Enzyme Commission. No exemplo anterior,
dlcool desidrogenase possui o EC: 1.1.1.1.

Para organizar os grupos KO criou-se o KEGG Pathway, onde é possivel
inspecionar diversas vias e reagdes metabdlicas, evidenciando-se pontualmente a
presenga ou auséncia de cada funcdo enzimédtica em todos os organismos

representados.

1.3.2. UniProt

A base de dados UniProt [19] é uma referéncia para sequéncias protéicas, possui
informagdes funcionais e estruturais de alta qualidade, livre acesso e fécil
navegacao.

No UniProt encontramos dois mddulos principais, o UniProtKB (Protein
Knowledgebase) onde de fato se encontra toda a anotacio das sequéncias protéicas e
o UniRef (UniProt Reference Clusters) [20] que agrupa as sequéncias do UniProt
em trés niveis de identidade, 50%, 90% e 100% onde cada membro de um grupo

deve ter, além da respectiva identidade, 80% de cobertura em relacdo a sequéncia
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escolhida como representante de cada grupo, que geralmente € a que possui maior
nidmero de residuos de aminodcidos.

Por sua vez, o UniProtKB também pode ser divido em dois mddulos, sequéncias
que passaram por curadoria manual (Swiss-Prot) e aquelas anotadas por métodos

automaticos (TrTEMBL).

1.3.3. Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships -

PANTHER

O PANTHER [21] € uma base de dados manualmente curada por especialistas
que organiza diversas familias protéicas e suas respectivas subfamilias, cada qual
com anotacdo funcional e drvores filogenéticas contendo o recentemente atualizado
nimero de 82 organismos, incluindo também eucariotos, procariotos e archaeas.
Esses dados sdo uteis para estudos de eventos evolutivos como duplicagdes génicas
e especiagdes além de possibilitar a classificagdo de sequéncias em familias

protéicas para andlises de larga escala.

1.4. Ontologia, Gene Ontology (GO) e Gene Ontology Annotation
(GOA)

O termo ‘ontologia’ em uma definicdo mais abrangente significa uma forma de
organizar, definindo classes e hierarquias aos aspectos fundamentais de uma
determinada entidade em estudo.

Como uma tentativa de padronizar dados de anotagdo gé€nica surgiu o Gene
Ontology (GO), que estrutura a informacao utilizando vocabulérios controlados em

hierarquias contendo desde termos mais abrangentes como ‘atividade catalitica’ até
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termos mais especificos como ‘receptor transmembrana com atividade tirosina
quinase’.

Trés grandes hierarquias foram criadas de forma a abranger todas as
caracteristicas de uma anotacio, sdo elas: (i) - Funcdo Molecular, (ii) - Processo
Biologico e (iii) - Componente Celular.

A partir de um conjunto de dados, por exemplo, transcriptomicos ou
protedmicos, € possivel caracterizar por comparacio de similaridade com um banco
de dados as fung¢des metabdlicas presentes. Para isso, existem ferramentas [22-24]
capazes de estabelecer essa correlacdo nos diversos niveis da hierarquia, com
suporte estatistico, e gerar figuras bastante informativas como a Figura 2, que
auxilia o pesquisador na interpretacdo biolégica da fun¢do de genes envolvidos com
cancer.

E importante ressaltar que todas as bases de dados citadas nessa e na segio
anterior sdao facilmente integradas. Identificadores protéicos UniProtKB sio
associados as sequéncias presentes em cada grupo KO, bem como a familias
protéicas PANTHER. Por sua vez, identificadores de ontologia sdo designados por
especialistas, tanto aos identificadores das familias PANTHER, quanto aos
UniProtKB, através de um consércio chamado Gene Ontology Annotation (GOA)
que gera anotacdes de alta qualidade.

No entanto, esse trabalho manual de atribuicdo de termos de ontologia acaba
criando um viés na amostragem desses bancos de dados uma vez que possuem
principalmente organismos modelo como alvo, e. g. Homo sapiens e Mus musculus.
Com isso, organismos menos estudados acabam permanecendo sub-representados

mesmo com alguns esfor¢os existentes de anotacdo automética.
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Figura 2: Ontologia de processos bioldgicos aplicada ao estudo da fung¢@o de genes envolvidos
com cancer. O tamanho dos circulos representa a quantidade de genes associados e as cores mais
escuras um maior suporte estatistico (p-value) para cada categoria. Traduzido de: Hu et al. Nature

Reviews Cancer 7, 23-24 (Jan — 2007).

Por exemplo, a proteina humana P33897 (membro 1 da subfamilia D de proteinas
cassete com dominio de ligacdo a ATP) foi uma das escolhidas em um trabalho
recente focado no estudo das proteinas presentes no peroxissomo [25]. J4 a proteina

G3QS26 de outro primata Gorilla gorilla, com 99% de identidade BLAST e mesmo
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tamanho, continua sem anotac¢io de termos envolvidos no trabalho citado, como por

exemplo o GO:0005325 (atividade transportadora de acil-CoA em peroxissomos).

1.5. Aminoacidos essenciais e nao-essenciais (estudo de caso)

Além das aplicacdes mais comuns j4 citadas como inferéncia de funcdo génica,
os grupos de homodlogos sdo também fontes importantes para estudos de delecdes
génicas e perda de func¢io de vias metabdlicas.

Nesse sentido, foram escolhidas como objeto de estudo de parte desse trabalho
as vias biossintéticas de aminodcidos essenciais (AEs).

O anabolismo de aminoacidos é responsdvel por cerca de 20% da energia gasta
pelas células durante a sintese protéica [26, 27]. A necessidade de ingestdo dos
aminodcidos dos quais somos incapazes de sintetizd-los de novo, portanto
denominados de aminodcidos essenciais, € de extrema importancia e a composicio
corporal humana de AEs foi estimada em 22 mg/kg e, de nitrogénio, em 3 mg/kg
[28, 29]. Estudos mais recentes revelam que essa dependéncia pode ser até cinco
vezes maior do que previamente estimado além de quantificar a necessidade
individual aos nove AEs humanos (histidina, fenilalanina, triptofano, valina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina e treonina) [30]. Importante salientar que todos
os aminodcidos também nos provéem de uma fonte de nitrogé€nio organico.

E de conhecimento geral que plantas e fungos possuem todas as enzimas
necessdrias para a sintese de novo dos 20 aminoécidos e que dele¢des de alguns
desses genes ocorreram em nossos ancestrais ao logo da evolucdo. Os motivos
exatos de como tais organismos tornaram-se aptos a sobreviver e competir com
outras formas de vida, sem essas habilidades essenciais, mantém-se como uma

pergunta em aberto.

18



O padr@o de perda e retencdo das enzimas de biossintese de alguns aminoécidos
foi analisado para alguns protistas e metazodrios por Payne e Loomis [31]. Eles
verificaram um conjunto de AEs comuns entre animais e protistas, indicativo de que
uma Grande Dele¢do Genomica (GDG) ocorreu nos ancestrais desses organismos.
Curiosamente, a maioria das enzimas de biossintese dos aminoacidos essenciais
mantidas € intermediaria de outras vias metabdlicas, como biossintese do anel de
purinas e metabolismo do nitrogénio [31]. Algumas sdo mantidas pelo papel na
degradagdo especifica de alguns aminodcidos, o que é coerente com a necessidade
de aproveitamento de nitrogénio organico.

A utilizagcdo de bancos de dados de homdlogos atualizados, com proteinas de
organismos de taxonomias diversas, poderia ajudar a construir um cendrio mais
completo a respeito desses eventos de delecdo e do surgimento da auxotrofia de

aminoacidos.
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2. Justificativa

Grupos de proteinas homoélogas sdo importantes fontes para propagacdo da
informag@o bioldgica, bem como inferéncia de dele¢des génicas em genomas. No
entanto é cada vez mais dificil manter a atualizagdo com o crescente nimero de
novas sequéncias depositadas diariamente nos bancos de dados, fruto do
desenvolvimento das novas tecnologias de sequenciamento a baixos custos. Dessa
forma, faz-se necessdrio o desenvolvimento de novas ferramentas capazes de (i)
Lidar com esse volume de informagdo, agrupando com eficiéncia qualquer grupo de
sequéncias homologas, incluindo se possivel processamento sob demanda e (ii)
Ajudar na propagacdo da anotacdo manual de algumas poucas sequéncias para
outras estritamente relacionadas de forma segura e automdtica para enriquecer a

qualidade da informac@o associada as sequéncias e seus homo6logos.

3. Objetivos

» Integrar programas e bancos de dados para estudos de proteinas
homoélogas em uma ferramenta denominada SeedServer.

» Validar a ferramenta SeedServer.

» Utilizar o SeedServer para estudo da delecio de genes e vias
biossintéticas.

» Desenvolver um servidor web de facil utilizagdo onde os usudrios possam
utilizar o SeedServer sem necessidade de instalagdo local.

» Desenvolver uma ferramenta capaz de propagar anotacdo funcional de
proteinas de forma segura, denominada U-MAGE.

» Validar a ferramenta U-MAGE.
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» Desenvolver um servidor web de fécil utilizagdo onde os usudrios possam

utilizar o U-MAGE sem necessidade de instalacdo local.

. Acessibilidade

Os artigos publicados durante o desenvolvimento desse trabalho podem ser
obtidos em:
¢ Amino acids biosynthesis and nitrogen assimilation pathways: a

great genomic deletion during eukaryotes evolution. Guedes RL,

Prosdocimi F, Fernandes GR, Moura LK, Ribeiro HA, Ortega J]M. BMC Genomics.

2011 Dec 22;12 Suppl 4:S2. PMID: 22369087.

- http://www.biomedcentral.com/1471-2164/12/S4/S2 e Anexo 1.
Para arvores filogenéticas adicionais desse estudo:
- http://biodados.icb.ufmg.br/AEs/
¢ Preimplantation development regulatory pathway construction

through a text-mining approach: Donnard E, Barbosa-Silva A, Guedes RL,

Fernandes GR, Velloso H, Kohn MJ, Andrade-Navarro MA, Ortega J]M. BMC

Genomics. 2011 Dec 22;12 Suppl 4:S3. PMID: 22369103.

- http://www.biomedcentral.com/1471-2164/12/S4/S3 e Anexo 2.

SeedServer e U-MAGE estdo respectivamente disponiveis em:

e http://pinguim.fmrp.usp.br/cenabid/form_SS.html

e http://pinguim.fmrp.usp.br/u-mage/form_u-mage.html
Os WSDLs BOWS e LCAWS, descritos na secdo 5.1.6 e um guia para utiliza-

los estdo respectivamente disponiveis em:
e http://pinguim.fmrp.usp.br:8080/BOWS/servicess/BOWS ?wsdl
e http://merengue.icb.ufmg.br:8080/BioToolsService/services/lca?wsdl

e http://biodados.icb.ufmg.br/services/
21



5. Metodologia

5.1. Aplicadas ao desenvolvimento do SeedServer

Para a criacdo da ferramenta SeedServer, diferentes programas e bases de dados

foram integrados sob o comando de um programa principal desenvolvido na

linguagem de programacao PERL [www.perl.org].

5.1.1. Bancos de dados

Sequéncias Protéicas: O banco de dados protéico disponivel para
consulta de todas as partes constituintes do procedimento SeedServer é
formado por sequéncias provenientes da base UniProtKB no formato
FASTA, com remocdo das identificadas como fragmentos restando
portanto somente aquelas designadas como Complete. Para essa exclusdo
um programa na linguagem PERL foi criado e utilizado para encontrar
quando presente o termo “fragment” adicionado na descri¢do da
sequéncia FASTA. Os arquivos de sequéncias uniprot_sprot.fasta.gz e
uniprot_trembl.fasta.gz podem ser obtidos em:
[ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/current_release/knowledgeba
se/complete].

Informacoes secundarias: A partir dos dados da fonte mencionada
acima foi possivel extrair informagdes relevantes atribuidas as proteifnas
como descri¢do, presenca de curadoria manual SwissProt, nimero EC,
nimero de residuos de aminodcidos (através de um programa PERL
criado para contagem do nimero de letras de aminoécidos por sequéncia
nos arquivos FASTA) e entdo armazenados em tabela (Figura 3), em
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banco local MySQL [http://www.mysql.com]. A versio UniProtKB
utilizada nesse trabalho para o avaliacdo do SeedServer foi
UniProtKB_2012_02
[ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/previous_releases/release-
2012_02/]. Quando do estudo de delecdes em vias biossintéticas de
aminoacidos essenciais, foi utilizada a versio UniProtKB_2010_10
[ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/previous_releases/release-
2010_10/].

Identificacdo taxondmica: Outra tabela local MySQL foi criada
contendo dados taxondmicos provenientes do servigo Taxonomy do
National  Center  for  biotechnological  Information  (NCBI)
[ftp://ftp.ncbi.nih. gov/pub/taxonomy/]. Essa tabela contém
identificadores taxondmicos numéricos para os diversos niveis
hierdrquicos como reino, filo e género para todos os organismos (Figura
3). Organismo € utilizado como a denominacdo técnica do alvo do
sequenciamento, seja uma espécie, subespécie, linhagem, etc. Como cada
sequéncia FASTA citada acima possui um identificador taxondmico
especifico para o organismo de origem é possivel associar a taxonomia
completa para cada proteina. A associacdo entre proteina e identificador
taxondmico do organismo pode ser obtida em:
[ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/current_release/knowledgeba
se/idmapping]. Os niveis taxondmicos acima do nivel de organismo
foram extraidos da tabela taxsimple, produzida em outro projeto do
laboratério e disponibilizada em [http://biodados.icb.ufmg.br/services/].

O nivel de sequenciamento de cada genoma foi obtido
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[ftp://ftp.ncbi.nih. gov/genomes/genomeprj_archive/] e armazenado na
mesma tabela, com as distingdes: (i) Genoma Completo, (ii) Genoma em
Montagem, (iii) Genoma Incompleto e (iv) Genoma sem projeto de
sequenciamento.

UniRef50: UniProt Reference Clusters 50 pode ser obtido em:
[ftp://ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/uniref/uniref50].

Cada UniRef50 agrupa sequéncias com 50% de identidade e a partir do
ano de 2013 um filtro extra de 80% de cobertura com a sequéncia
representativa do grupo, que € geralmente a maior.

UniRef50 Enriched KEGG Orthology (UEKO): UEKO € também uma
tabela local MySQL (Figura 3) contendo os dados do enriquecimento de
cada entidade KEGG Orthology (KO) disponivel em sua dltima versdo
gratuita de 2012. Grupos UniRef50 ao qual cada proteina em um
determinado KO pertence sdo consultados e o enriquecimento realizado
seguindo filtros de qualidade descritos por Fernandes et al. [18], uma
metodologia inicialmente utilizada para enriquecimento de agrupamentos
protéicos do Clusters of Orthologous Groups (COG) [16]. Sucintamente,
sdo realizados alinhamentos BLAST entre sequéncias originais do KO e
as sequéncias presentes no UniRef90 de cada uma das originais, seguido
de uma verificacdo de recobrimento (tamanho do alinhamento dividido
pelo tamanho da sequéncia original) sendo exigido um minimo de 50%.
Essa metodologia € responsdvel por agregar sequéncias provenientes de
genomas incompletos aos grupos KO e eleva o nimero de entradas

protéicas em aproximadamente 300%, de 2.362.267 para 7.147.233.
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¢ Sequéncias metagenomicas: Sequéncias no formato FASTA de diversos
projetos publicos metagendmicos foram obtida em

[ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank/wgs/].

o a D 4 )
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Figura 3: Mapa fisico do banco contendo as tabelas utilizadas pelo SeedServer. As setas pretas
indicam os identificadores que correlacionam as tabelas e arquivos. Todos os niveis de
identificadores taxondmicos da tabela ‘Linhagem Taxondmica’ possuem nomes na tabela ‘Dados dos
tdxons’. As chaves indicam quais sdo os identificadores tnicos. O programa FASTACMD do pacote
BLASTALL ¢€ utilizado para obter as sequéncias FASTA a partir de identificadores UniProtKB. ID:
identificador. Int: capo reservado para nimeros inteiros; Char: campo reservado para caracteres;

Text: campo reservado para texto livre.
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5.1.2. Programas

Seed Linkage: E um programa de livre acesso desenvolvido em nosso
grupo por Barbosa-Silva e colaboradores, capaz de criar grupos de
homoélogos a partir de uma tnica proteina, através de buscas exaustivas
de similaridade de sequéncia com uso de BBH e é também capaz de usar
genomas incompletos. O algoritmo comeca alinhando uma sequéncia de
um organismo de interesse com outras sequéncias de diversos genomas
no banco de dados. As relacdes de BBH estabelecidas com outros
genomas servem de pardmetro para as respectivas buscas de in-pardlogos
enquanto a melhor relacio BBH obtida é utilizada para busca de in-
pardlogos no organismo de interesse. Maiores explicacdes de uso e
instalacdo podem ser encontradas em [15]. Todos os experimentos foram
realizados com parimetros default e Expected Value ou E-value 10™'°.
SeedServer: Também é um programa de livre acesso desenvolvido na
linguagem PERL, v5.8.8. Um guia de instalacio e uso local estd
disponivel em: [http://biodados.icb.ufmg.br/SeedServer/]. O programa
acopla e coordena vdrias rotinas como Seed Linkage e consultas a UEKO
(acima).

PSI-BLAST: Constituinte do pacote BLASTALL, o PSI-BLAST pode
ser obtido em [ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/blast/executables/]. Os pardmetros
utilizados foram: E-value 1e-05, H-value 1e-10 e 50 iteragdes. O médulo
que executa esta aplicacdo foi desenvolvido na linguagem JAVA por
Henrique A. L. Ribeiro (ndo publicado) e interrompe as iteracdes quando
0 auto-escore da sequéncia query fica abaixo de uma razdo estabelecida
(default 0,7).
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Secondary Structure OVerlap (SOV): A predicdo da estrutura secundaria
foi feita com PREDATOR [32] pela combinagdo de eficcia e tempo de
processamento. O alinhamento das estruturas secunddrias par a par
(sequéncia de interesse contra recrutadas) foi feito com CLUSTALW
[33] e finalmente a porcentagem de sobreposicdo calculada como
descrito por [34] tomando o valor médio entre as comparagdes bi-
direcionais. O moédulo para este cilculo foi desenvolvido por Oto
Coelho-Jr (nfo publicado).

Andlises filogenéticas: Alinhamentos multiplos de sequéncias foram
feitos com os parametros default do PRANKSTER [35], através de dois
ciclos de alinhamento por assumirmos filogenia correta desconhecida.
Este programa foi escolhido por ter demonstrado melhor desempenho
que seus concorrentes na presenca de eventos de delecdes e insercoes.
MEGAS [36] foi entdo utilizado para construir drvores filogenéticas com
o algoritmo neighbor-joining [37] e 500 replicas de bootstrap. Todas as
andlises filogenéticas realizadas nesse estudo seguiram essa metodologia.
PANTHER HMM Scoring tool - versao 1.03: Essa ferramenta [38] foi
utilizada com pardmetros default para atribuir familias protéicas
PANTHER a sequéncias UniProtKB [38] sendo escolhido o melhor
resultado.

Selecdo de melhores alinhamentos BLASTx com proteinas diferentes:
Para casos de multiplos alinhamentos BLASTx mapeados em diferentes
regides de uma mesma sequéncia guery, um programa escrito em JAVA

desenvolvido no Laboratério de Biodados por Lucas Santana dos Santos
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(nfo publicado) foi utilizado para selecdo dos melhores alinhamentos

sem sobreposicao.

5.1.3. Busca de homélogos

A implementacio do processo de busca de homélogos com SeedServer comecga
com o carregamento de um ou mais identificadores de sequéncias protéicas
completas provenientes da base de dados UniProtKB, daqui pra frente referidas
como sequéncias Seeds. Carrega-se em seguida a taxonomia em nivel de reino ou
filo onde a busca ird ocorrer bem como pardmetros Seed Linkage e de validacdo
PSI-BLAST (detalhada no préximo tépico). O programa Seed Linkage € executado
e inicia a busca por homoélogos. Em seguida o banco de dados UEKO € consultado e
todas as sequéncias presentes no mesmo grupo UEKO da(s) Seed(s) sao recrutadas e
as informacdes devidamente sinalizadas e armazenadas em uma tabela MySQL. A
coluna referente ao Seed Linkage mostra valor 2 para a Seed, 1 para recrutadas pelo
Seed Linkage e 0 para ndo recrutadas por ele. A coluna referente ao UEKO registra
valor 1 para sequéncias presentes no KO, 2 para presentes na por¢do enriquecida do
UEKO, 0 para ausentes. Sempre que uma Seed ndo pertencer a nenhum grupo
KO/UEKO ¢ feito o procedimento denominado UniRef50 Enriched-Seed (UE-Seed)
onde o grupo UniRef50 da Seed é consultado e é exigido que o tamanho do
alinhamento BLAST seja superior a 50% to tamanho da Seed. A coluna referente ao
UEKO registra o valor 3 para recrutadas pelo procedimento UE-Seed. Sdo entio
agregadas ao grupo final informac¢des como nimero de residuos de aminoécidos,
identificador taxondmico do organismo, se hd curadoria manual SwissProt, o filo e a
descri¢gdo protéica. O passo seguinte consiste na validacdo e comparacdo de

estruturas secunddrias, discutidos no préximo tépico.
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5.1.4. Validacao e comparacao da estrutura secundaria

O processo de validagdo de todas as proteinas recrutadas seja pelo Seed Linkage
ou UEKO ¢ baseado em matrizes PSI-BLAST. Em um primeiro passo ¢é
determinado um valor denominado auto-escore, que representa o valor dado em um
alinhamento PSI-BLAST da Seed contra ela mesma, formatada como uma base de
dados. Em seguida, cada Seed ¢ utilizada, por vez, em iteracdes sucessivas, tendo
como banco de dados formatado as proteinas recrutadas pelo SeedServer. A
quantidade de iteracdes, no entanto € limitada até que haja convergéncia ou pelo
auto-escore, sendo a ultima itera¢do valida aquela onde o mesmo € superior a 70%
do seu valor inicial. Esse procedimento ajuda a evitar um comportamento conhecido
de deterioracdo da matriz apds sucessivas iteragdes onde € possivel observar
incorporacdo de ndo-homoélogos ou até mesmo em alguns casos a exclusdo da
propria sequéncia utilizada como Seed. O valor default de 70% foi estabelecido por
observagdes em modelos de diversos grupos KO caracterizados no projeto de
doutoramento em Bioinformdtica em andamento para anotacdo de proteinas
hipotéticas com uso de PSI-BLAST do aluno Henrique de Assis Lopes Ribeiro pela
UFMG, também responsdvel pelo desenvolvimento do médulo PSI-BLAST. Todas
as sequéncias presentes nesse momento sdo consideradas PSI-validadas. A coluna
referente a validacdo incorpora valor 1 para validadas, O para ndo validadas. Os
valores de E-value sdo incorporados na tabela de resultados do Seed Linkage, sendo
mostrado, em caso de multiplas Seeds, o valor referente ao alinhamento de menor E-
value (melhor alinhamento com uma Seed).

Por fim, é feita a comparagdo das estruturas secunddrias através do ja
mencionado método SOV entre cada sequéncia recrutada e todas as Seeds presentes,

sendo mostrado na tabela final o melhor valor obtido para cada sequéncia recrutada.
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O processo completo serd discutido melhor e apresentado na secdo 6.1. Um
breve exemplo do método de armazenamento dos resultados finais em uma tabela

MySQL pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1: Exemplo de tabela final com resultados SeedServer. SL: Seed Linkage; KO: KEGG Orthology; TXID: identificador taxondmico numérico, SOV:
Secondary Structure Overlap dado como porcentagem. UniProt_ac: identificador de seis caracteres do UniProtKB. Membro SL: 2 para Seed, 1 para recrutado-Seed
Linkage e 0 para ndo recrutado-Seed Linkage. Membro KO: 1 para original do KO; 2 para pertencente ao UEKO e 0 para ndo pertencente ao KO ou UEKO.Tamanho:

ndmero de residuos de aminodcidos. SwissProt/TrEMBL.: 1 para SwissProt e O para TTEMBL. PSI: 1 para validado e 0 para nio validado.

Membro | Membro | Tamanho | TXID | TXID | SwissProt/ | PSI PSI SOV Descriciao
UniProt_ac SL KO genoma filo TrEMBL E-Value | (%)
026346 2 1 425 187420 | 28890 1 1 0 1 | Histidina-tRNA ligase
B9AFG2 1 2 431 483214 | 28890 0 1 0 0.82 | Histidina-tRNA ligase
F6D3US 1 0 447 868131 | 28890 0 1 2¢" | 0.78 | Histidina-tRNA ligase
P07178 0 2 508 10036 | 7711 1 1 9¢' | 0.73 | Histidina-tRNA ligase
D8SXN2 1 0 935 88036 35493 0 0 le? 0.67 | Proteina nao caracterizada
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5.1.5. Relatorio taxonomico final

Para cada agrupamento formado ao final de um processamento SeedServer, um
relatério taxondmico € fornecido exibindo os diversos niveis taxondmicos com 0s
dados apresentados no item 5.1.1 para cada proteina recrutada. Também através
desses dados, para dar suporte a presenga/auséncia dos genes em um determinado
clado, € possivel determinar e agrupar a quantidade de genomas dentre os diferentes
niveis de sequenciamento para qualquer clado existente. As sequéncias recrutadas
sdo disponibilizadas em formato FASTA através do programa FASTACMD

fornecido conjuntamente com o programa BLAST.

5.1.6. Web Services

Web Services (WS) sdo métodos conhecidos para comunicacio entre programas,
ou seja, uma vez programados, a intervencdo humana é desnecessdria para que haja
o processamento dos dados. Como a comunicagdo entre as partes € feita através de
uma linguagem padronizada chamada XML (eXtensible Markup Language) oferece
a vantagem da interacdo entre aplicacdes que podem ser desenvolvidas em
diferentes linguagens de programacdo. Os servicos ou métodos oferecidos por um
WS bem como parametros e formato dos resultados obtidos sdo descritos em um
documento WSDL (Web Services Description Language).

Foram desenvolvidas em nosso Laboratério de Biodados na UFMG, como parte
do projeto de doutoramento em Bioinformdtica do aluno Henrique Velloso,
diferentes WSs. No presente trabalho foram utilizados dois tipos: (i) - Bioinfomatics
Open Web Services (BOWS): ferramenta construida com o objetivo de integrar em
um Unico banco de dados diferentes aplicacdes bioinformdticas que podem ser

requisitadas por meio de WS e (ii)) — Lowest Common Ancestor Web Service
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(LCAWS): ferramenta capaz de encontrar o ancestral comum mais recente (LCA)
dado um conjunto de identificadores taxondmicos de diferentes organismos. O
LCAWS trabalha com 18 niveis taxondmicos tradicionais da classificacdo de Lineu
(e. g.: reino, classe, ordem, subfamilia, espécie e organismo seqiienciado) além dos
niveis intermedidrios existentes na base Taxonomy do NCBI que ndo possuem
classificacdo definida (e. g.: na taxonomia humana, o grupo Vertebrata esta abaixo
do subfilo Craniata, porém ¢é definido como no rank ou sem classificacio).

Nesse sentido, como forma de otimizar o processamento, a ferramenta
SeedServer foi cadastrada no banco de dados BOWS, além dela mesma requisitar o
servico LCAWS para os agrupamentos de homélogos formados pelo SeedServer,

sendo o uso dessas funcionalidades transparentes ao usudrio comum (Figura 4).

LCAWS 8- Visualizacao LCA 1- Submisséo dos dados BOWS ; 2- Processamento dos Dados
§ — & = QY = &
Usuério S erlg
. ervidor
8- Requisicéo LCA 4-Visualizagéo dos Banco de Dados 3- Armazenamento
resultacos BOWS dos resultados

Figura 4: Esquema ilustrando a utilizacdo dos Web Services BOWS e LCAWS

através do SeedServer.

5.1.7. Pagina web SeedServer

Para disponibilizacdo da ferramenta SeedServer na web foi criada uma pagina
em HTML (HyperText Markup Language) tendo o método CGI (Common Gateway

Interface) como interface entre os dados dos usudrios e o programa SeedServer.
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5.2. Metodologia para estudos de aminoacidos essenciais

Como estudo de caso para utilizacdo da ferramenta SeedServer, foram
analisados agrupamentos de homdlogos para proteinas das vias biossintéticas de

aminoacidos essenciais.

5.2.1. Bancos de Dados e programas

Os bancos de dados, bem como os programas utilizados para criagdo de grupos
de homdlogos e andlises filogenéticas, estdo descritos no item 5.1. Para estas
andlises, em casos indicados na secdo de Resultados, as sequéncias UniProtKB

descritas como fragmentos foram incluidas.

5.2.2. Procedimento de inspecao das vias

As vias biossintéticas dos AEs foram manualmente inspecionadas utilizando
KEGG Pathway [39]. Identificadores UniProtKB de organismos modelo,
conhecidamente autotroficos, Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana e
Pyrococcus horikoshii (incluido para o estudo da via alternativa de lisina) foram
obtidos para as respectivas enzimas e utilizados como Seeds na ferramenta
SeedServer.

Adicionalmente, realizamos andlises com BLASTp (limiar de E-value de 10'10)
utilizando como queries todas as sequéncias agrupadas pelo SeedServer e como
base de dados o UniProtKB (incluindo sequéncias fragmentadas) numa tentativa de
capturar (i) CDSs (Coding DNA sequence) parciais resultantes de sequenciamentos
incompletos de mRNA e (ii) proteinas modeladas incorretamente a partir do

genoma, onde a metionina inicial ndo foi identificada. Para evitar alinhamentos
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parciais entre dominios protéicos que ndo refletem a funcionalidade da proteina
como um todo, um filtro adicional exigindo 50% de identidade e 50% de cobertura
da query pelo alinhamento BLAST foi aplicado. Os resultados dessas buscas sio

representados com tridngulos na secdo de Resultados.

5.2.3. Analises de distancias filogenéticas

Realizadas como descrito no item 5.1.2. As distdncias entre os grupos
taxondmicos foram obtidas das arvores, fornecidas pela ferramenta MEGAS, tendo
ancestrais de Streptophyta, Dikarya e grupos de metazodrios como referéncia.
Somente ramos com suporte de bootstrap acima de 50 foram considerados. A razio
utilizada foi calculada da seguinte forma:

Distancia D-P / Distancia S-D
onde D (com sentido direcional “de”) € o ramo que agrupa sequéncias de animais
metazodrios até P (com sentido direcional “para”), referente ao ramo ancestral de
Streptophyta ou entdo de Dikarya; A distancia S-D € a encontrada entre
Streptophyta e Dikarya, respectivamente. Assim, a razdo acima tem no denominador
a distancia entre as sequéncias de planta e fungo. Nimeros sensivelmente maiores
que 1 indicam portanto que as distdncias do ramo animal para os ramos fungo ou

planta, sdo sensivelmente maiores que a distancia entre os ramos fungo e planta.

5.3. Propagacao dos termos de ontologia funcional protéica

A relacdo completa de todos os termos de ontologia funcional associados aos
identificadores UniProtKB foram obtidos do projeto GOA (Gene Ontology

Annotation) em: [ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/GO/goa/UNIPROT/].  Foi
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utilizada a vers@o disponivel em 27 de novembro de 2012. Para inferir correlacio e
ordem na hierarquia foi utilizado o arquivo:
[http://www.geneontology.org/ontology/obo_format_1_2/gene_ontology.1_2.0bo]

Os termos associados as sequéncias protéicas provenientes de todos os
organismos das 82 espécies [http://www.pantherdb.org/panther/summaryStats.jsp]
presentes no banco de dados PANTHER foram escolhidos como ponto de origem da
propagacio uma vez que contam com curadoria manual.

Para subsidiar a propagacdo foi feito um mapeamento completo da relacdo de
cobertura entre todos os membros de grupos UniRef50 contendo duas ou mais
sequéncias de pelo menos um dos organismos citados acima, sendo a ferramenta
resultante desse processo nomeada U-MAGE (UniRef50 Matrices for Annotation of
Gene Ontology Entries).

A cobertura foi calculada da seguinte forma: Tamanho do alinhamento obtido
por BLAST dividido pelo tamanho da proteina. Como o denominador varia de
acordo com a proteina para cada par de alinhamento, matrizes foram escolhidas
como forma de armazenamento dos dados (Tabela 2). Para cada sequéncia
representante de uma linha é possivel selecionar a partir de um dado valor de
cobertura limite outras sequéncias que poderdo receber sua anotacdo funcional,
consequentemente, cada representante em uma coluna recebe anotacdo de outras
sequéncias presentes em suas linhas.

Por exemplo, considerando-se um limite de cobertura de 80%, Q9BYKS
representado na Tabela 2, poderia doar sua anotagdo as sequéncias A2AS03,
B9A0OU1 e D3ZFS4, mas ndo para Q7TT03. Em contrapartida, Q7TT03 poderia

doar seus termos a Q9BYKS, além de A2AS03, BOAOU1 e D3ZFS4.
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Tabela 2: Matriz hipotética contendo dados de cobertura de membros UniProtKB de mesmo
UniRef50. Valores da diagonal representados por um zero. Valores equivalentes a cem representados

por dois zeros.

QIBYKS A2AS03 B9AOU1 Q7TT03 D3ZFS4

QIBYKS 0 00 00 9 00

A2AS03 91 0 99 7 00
B9A0U1 92 00 0 8 00
Q7TTO03 00 95 00 0 95
D3ZFS4 90 00 99 7 0

Sentidos da propagacdo tendo QIBYKS como referéncia: propagacdo “para” sequéncias destacas em

azul e “de” sequéncias destacadas em laranja, considerando cobertura de 90%.

A cada anotacdo estd associada um Cdédigo de Evidéncia, de duas ou trés letras,
que d4 suporte e qualifica a informag¢do anotada, podendo ser por critérios manuais
como Inferido por Ensaio Direto (IDA - Inferred from Direct Assay) ou
automadticos, como Inferido por Alinhamento de Sequéncia (ISA - Inferred from
Sequence Alignment). Uma lista completa dos Cédigos de Evidencia estd disponivel
em [http://www.geneontology.org/GO.evidence.shtml]. Termos propagados pela
metodologia U-MAGE sdo atribuidos com novos codigos de evidéncia,
caracterizados pela primeira letra ‘U’ (e. g.: UDA e USA).

Termos marcados com o Qualificador (Qualifier = ‘NOT”), o que significa que o
produto génico ndo esta associado ao termo GO ndo s@o considerados. Os termos
GO:0005515 (ligagdao a proteina) e GO:0003674 (Funcdo molecular) também sio
desconsiderados por serem termos genéricos. Somente relacdes do tipo “is_a” foram
representadas.

As matrizes foram calculadas com auxilio do super-computador veredas do
Centro Nacional de Processamento de Alto Desempenho (CENAPAD) da UFMG

com a versdo UniRef50_2012_08, produzida com o novo filtro de cobertura de 80%,
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adquirida diretamente com membros mantenedores do UniRef50, porém néo

disponivel publicamente.

A estrutura geral da organizacdo dos dados em tabelas locais MySQL estd

representada na Figura 5.

\

Organismos PANTHER
D Taxondmico espécie int{11)
Mome da espécie tet / \
U-MAGE
/‘ \\ UniFrot_ac char{8) | +—
Hierarquia Funcional ID GO char(s)
Codigo de evidéncia char(3)
D GO parental char{3) <+ Atribuido por ot
D GO filho char(g) < UniProt_ac - Swissprob TrEMBL intt1)
\ / Atribuido - Swissprot/ TrEMBL  int(1)
Recobrimento int(3)
- > \ /
Descrigao ID GO
DGO char(3) «—
Descrigao tend
o J

Gene Oniology

UniFrot_ac char(g)
D GO char{8)
Cadigo de evidéncia char(3)
Atribuido por text
D Taxondmico espécie int 113
D UniRef50 varchar(20)

/

4

Matrizes e membros

UniFrot_ac char(g)
Swissprot/TrEMBL char(1)
D UniRefa0 varchar(20)
D Taxondmico espécie int 11}
D Taxondmico Genoma int11)

AN

Figura 5: Mapa fisico do banco contendo as tabelas utilizadas pelo U-MAGE. As setas pretas

indicam os identificadores que correlacionam as tabelas. As chaves indicam quais sdo os

identificadores tnicos. ID: identificador; GO: Gene Ontology.

5.3.1. Pagina web U-MAGE

Desenvolvida com descrito no item 5.1.7.
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6. Resultados

6.1.SeedServer

Uma meta deste trabalho foi a integra¢do de abordagens utilizadas em nosso
grupo de pesquisa para propagar a informacdo associada a uma proteina para um
grupo de proteinas relacionadas a mesma. Assim foi concebido o sistema
SeedServer. Uma de suas bases é o programa Seed Linkage [15], que realiza buscas
de ortélogos e pardlogos com base em buscas do tipo BBH (Best Bidirectional Hit,
ou “melhor alinhamento reciproco”). Outra fonte de informagdo muito utilizada no
grupo € uma base de dados enriquecida a partir da base de dados KEGG Orthology,
que € produzida por uma metodologia muito similar a que fora utilizada para o
enriquecimento da base COG [16]. O enriquecimento da base COG foi denominado
UECOG (UniRef50 Enriched COG) e, analogamente, o enriquecimento de KO ¢é
chamado UEKO. O procedimento de enriquecimento consiste em recrutar membros
de grupos UniRef50, produzidos pelo consércio UniProt, para grupos da base a ser
enriquecida, desde que eles contenham algum membro em um grupo UniRef50. Na
produ¢do de UECOG, somente aqueles candidatos que tivessem no maximo 10% de
diferenca de tamanho com o recrutador eram recrutados. Basicamente no
procedimento atual para geracdo do UEKO, recrutadores s@o alinhados localmente
por intermédio de BLAST aos candidatos e somente aqueles candidatos cujo
alinhamento apresenta mais que 50% de cobertura do recrutador sdo recrutados. A
base UEKO continua sendo atualizada por nosso grupo a partir da dltima versdo
publica do KO e utilizando os grupos UniRef50 mais atuais. Para uma melhor
utilizacdo do programa Seed Linkage € ideal que as buscas sejam feitas em bases de

dados contendo apenas proteinas completas. Assim, um simples filtro da base de
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dados UniProt, eliminando-se todas que contenham a marcacdo fragment na linha de
descri¢do, gera uma base de dados contendo apenas proteinas completas. Isso é
interessante porque na execucdo do Seed Linkage e em alguns passos do Sistema
SeedServer € utilizado o parametro cobertura, que é mais fidedigno quando somente
proteinas completas estdo sendo comparadas. A execucdo do sistema SeedServer
requer, portanto, a escolha de um identificador UniProtKB de uma sequéncia
classificada como Complete, o que é facilmente verificivel na pdgina da proteina.
No caso da proteina de interesse ndo estar presente na base UniProtKB, recomenda-
se a utilizacdo do identificador de uma proteina bastante similar, o que pode ser
obtido com a execucdo de BLAST no site do UniProt [http://www.uniprot.org/].
Como descrito na secdo Metodologia 5.1.3, o sistema SeedServer inicia o
agrupamento executando o programa Seed Linkage. Este programa cria grupos a
partir de cada sequéncia fornecida como semente (Seed), bem como a partir de seus
possiveis pardlogos, os quais sdo recrutados pelo programa. Quando mais de uma
Seed ¢ utilizada, o programa Seed Linkage termina por juntar os grupos que tenham
mais que 50% de membros em comum. Assim sendo, Seed Linkage pode formar um
tinico grupo, ou diversos e isso é mantido na execucio do sistema SeedServer. E
comum usudrios submeterem proteinas que suspeitam serem homologas como Seeds
e o programa Seed Linkage ird reuni-las ou criar grupos distintos, ja informando ao
usudrio se as Seeds formam um ramo evolutivo ou multiplos, caso sejam similares,
ja que observa-se em inspecdo manual uma correlacio entre ramos e grupos Seed
Linkage distintos. Subsequentemente, como mostrado na Figura 6, o sistema
verifica se a Seed é encontrada em grupos KO e grupos UEKO e recruta os
membros complementares desses grupos, em um processo rapido ja que se trata de

consulta a banco de dados. Na pdgina de resultados é mostrado se as sequéncias
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recrutadas pertencem ao KO, se pertencem exclusivamente a por¢do que o enriquece
(UEKO mas niao KO), ou se a nenhuma delas.

Pode ocorrer de a sequéncia Seed ndo ocorrer nas bases de dados KO e UEKO.
Neste caso os homélogos seriam agrupados somente pelo programa Seed Linkage.
Todavia, quando isso ocorre, 0 mesmo procedimento utilizado para gerar o UEKO ¢é
utilizado com a Seed. Por analogia, esse passo é chamado UE-Seed e consiste em
identificar o grupo UniRef50 ao qual a Seed pertence, alinhd-la aos membros deste
grupo e recrutar sequéncias cujo alinhamento apresenta cobertura maior ou igual a
50% da Seed.

O sistema SeedServer utiliza informagdes taxondOmicas frequentemente e ¢
plausivel que usudrios queiram evitar trabalho adicional de filtrar genes que ndo
pertencam a clados de interesse, assim sendo, somente as sequéncias recrutadas
pertencentes ao clado escolhido pelo usudrio sdo consideradas. Isto reduz o custo
computacional da execucdo do Seed Linkage.

Como mostrado na Figura 6 e detalhado na secdo Metodologia 5.1.4, segue-se ao
recrutamento uma validacdo dos agrupamentos com PSI-BLAST. No procedimento,
todas as sequéncias entdo recrutadas compdem uma base de dados que é formatada e
as sequéncias Seed sdo utilizadas como entrada do PSI-BLAST. Com base em um
projeto em desenvolvimento no grupo (H. A. L. Ribeiro e colaboradores, ndo
publicado) é imposto um limite de auto-escore a Seed na execugdo do PSI-BLAST.
O default é 0,7. Isto significa que o PSI-BLAST reporta a dltima iteragdo onde o
auto-escore (o escore da Seed contra ela mesma) € superior a 70%. Como as
matrizes PSSM (Position-specifc scoring matrix) sdo atualizadas a cada iteracdo, ¢
comum a query do PSI-BLAST obter escores cada vez mais baixos quando as

iteracOes comegcam a capturar proteinas divergentes. Desta maneira, a busca é
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interrompida antes que a matriz se deteriore. Para que uma sequéncia recrutada
permanega apods essa validacdo, ela deve apresentar um valor de E-value abaixo do
cutoff para alguma das Seeds.

Como o programa Seed Linkage utiliza relagdes de BBH formadas pelo
programa BLASTp, algumas sequéncias com E-value préximo do limite sdo
descartadas neste ponto. Além disso, quando alguma sequéncia é agrupada pelo KO
por causa de um pequeno dominio em comum com o restante do grupo, ela e seus
relativos no UEKO sdo eliminadas do agrupamento, pois o PSI-BLAST tem a Seeds
como sequéncias query.

Neste momento os grupos jd estdo formados, todavia o sistema ainda executa
uma comparagdo da possivel sobreposi¢do de estrutura secunddria entre Seeds e
recrutadas, executando a predi¢do de estrutura secunddria com o programa Predator
[32], (o qual pretendemos substituir pelo programa SSPro4 [40] por ser mais preciso
quando o sistema estiver disponivel em melhores servidores) e comparando as
estruturas secunddrias preditas calculando o parametro SOV [34], o qual varia entre
0 (totalmente distintas) e 1 (idénticas).

Em resumo, para criacio e validagdo de grupos de sequéncias protéicas
homoélogas a partir de uma ou mais sequéncias de interesse, foram agregados
diferentes bancos de dados e programas, coordenados por um programa principal
escrito na linguagem de programag¢do PERL, resultando em uma ferramenta

denominada SeedServer (Figura 6).
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Figura 6: Fluxograma com procedimento SeedServer completo. KO: KEGG Orthology; UEKO:

UniRef50 Enriched KO; UE-Seed: UniRef50 Enriched-Seed. A ‘sele¢do de clado’ consiste na

filtragem de tdxons nao pertencentes a taxonomia escolhida pelo usudrio.

6.1.1. Aminoacil-tRNA sintetases

6.1.1.1. Agrupamentos

Para exemplificar e testar o uso da ferramenta SeedServer foram realizados

agrupamentos de aminoacil-tRNA sintetases (aaRS) utilizando como Seeds todas as

sequéncias de archaeas presentes nos respectivos agrupamentos do banco de dados

COG (Clusters of Orthologous Groups), sendo o universo de busca todas as outras

proteinas completas disponiveis no UniProtKB. Uma aaRS € uma enzima capaz de

catalisar a esterificacdo de um aminodcido especifico, ou de seu precursor, ao seu

tRINA correspondente. Essas aaRSs foram escolhidas devido a sua ubiqiiidade,
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proporcionando um conjunto rico de testes dentre todos os reinos da vida. A escolha
de sequéncias de archaea como Seed nos permite testar a capacidade de
recrutamento de homoélogos em outros clados. O uso de sequéncias do COG,
limitado a poucos genomas em comparacido aos disponiveis atualmente, simula a
necessidade de um usudrio em propagar informacdo a partir de um conjunto
especifico de Seeds.

Considerando que nosso procedimento de buscas envolve os grupos KO e, para
minimizar as varidveis envolvidas, somente aaRSs associadas com uma unica
entidade KO foram escolhidas, totalizando 13 experimentos (Tabela 3). Além disso,
¢ relatado que algumas aaRSs possuem mais que uma atividade [41] e envolvé-las
prejudicaria a conferéncia pelo nimero de catidlogo enzimatico (EC — Enzyme
Comission), descrita posteriormente.

Para nove experimentos, o programa Seed Linkage formou grupos udnicos e
dividiu os quatro restantes em sub-grupos (Tabela 3), embora as sequéncias dos
subgrupos estejam reunidas na base KO. Em suporte ao resultado apresentado pelo
Seed Linkage, a precisdo desses sub-agrupamentos de homoélogos mais préximos
pode ser conferida na distribuicdo das Seeds em arvores filogenéticas (Figura 7).

O esquema no formato de Diagrama de Venn mostrado na Figura 8 representa
todas as categorias possiveis a que uma sequéncia possa pertencer ao final de um
procedimento SeedServer, enquanto a Tabela 3 resume os resultados obtidos para as

13 aaRSs.
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Figura 7: Arvores filogenéticas contendo Seeds de archaeas para sub-grupos de aminoacil-tRNA

sintetases dividos pelo Seed Linkage. A: Aspartil/Asparaginil-aaRS; B: Seril-aaRS; C: Treonil-aaRS;

D: Leucil-aaRS.

45



PSI-BLAST Seed Linkage

@ | P \S UEK&

\_ oo~

Figura 8: Diagrama de Venn representando as categorias existentes ao final do agrupamento
SeedServer. S: Sequéncias agrupadas pelo Seed Linkage, mas ndo presentes no KO ou UEKO e PSI-
validadas; K: Agrupadas pelo Seed Linkage, presentes no KO e PSI-validadas; U: Agrupadas pelo
Seed Linkage, presentes no UEKO e PSI-validadas; P: Presentes no KO e PSI-validadas; Q:
Presentes no UEKO e PSI-validadas; 1: Presentes no KO e ndo PSI-validadas; v: Presentes no UEKO
e ndo PSI-validadas; w: Agrupadas pelo Seed Linkage somente e ndo PSI-validadas. KO: KEGG

Orthology; UEKO: UniRef50 Enriched KO.

As categorias representadas pelas letras maidsculas S, K, U, P e Q contém
apenas sequéncias PSI-validadas. A categoria S agrega proteinas recrutadas somente
pelo Seed Linkage, ausentes tanto no KO quanto UEKO. Observamos que 26% e
46% das proteinas nessa classe sdo derivadas de genomas incompletos/sem projeto
ou em processo de montagem, respectivamente. Isso ressalta importincia da
utilizacdo do Seed Linkage, um programa planejado para buscas de homdlogos em
organismos sem genoma completo. Quase 2% do recrutamento total foi feito com
Seed Linkage e foi PSI-validado. Essa proporg¢do varia dependendo do tipo de Seed
utilizada. Neste caso, como se trata de uma familia de enzimas muito bem
caracterizada, a contribuicdo de 2% ¢é relevante por completar o universo de busca,

mas em varias situacdes as proteinas estdo ausentes no UEKO.
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A categoria K agrega proteinas recrutadas pelo Seed Linkage e presentes em
algum grupo KO, enquanto a U representa sequéncias agrupadas pelo Seed Linkage
e pertencentes ao UEKO somente (Tabela 3). A contribui¢do do KO, de cerca de
10%, foi elevada neste caso, o que € esperado dado que se trata de enzimas
prontamente anotdveis em genomas inclusos na referida base. Nota-se a também
elevada contribui¢do do UEKO, aproximadamente 16%, explicada pelo fato do
enriquecimento recrutar sequéncias de genomas ndo completos, fora de KO.

Algumas vezes o programa Seed Linkage nio detecta homé6logos mais distantes
as Seeds e membros do KO (categoria P) ou UEKO somente (categoria Q), no
entanto elas sdo agrupadas e validadas. Isso pode ser explicado pelo fato do Seed
Linkage ser um método de agrupamento mais rigoroso quanto a similaridade de
sequéncias e € um resultado esperado, ji que o recrutamento envolve similaridade e
cobertura superiores a 50% em seu modo default.

Considerando os dados das classes S, K e U mostrados na Tabela 3, fica clara a
importancia na participagdo do Seed Linkage com milhares de recrutamentos
rigorosos, representando 28,13% do total, mesmo quando os experimentos sdo
iniciados com um nimero limitado de Seeds (até 15 nesse experimento) e
especificamente de archaeas. Adicionalmente, considerando os dados das categorias
U e Q, fica evidente o nimero de sequéncias provenientes do UEKO (63,27 %).
Considerando-se que KO ¢ descarregado e UEKO ¢ pré-computado, a busca
adiciona muita informag¢@o com baixo custo computacional.

Levando-se em consideracdo somente PSI-validadas, 40%, 46% e 14% das
proteinas sdo, respectivamente, derivadas de genomas completos, em processo de

montagem e incompletos/sem projetos.

47



Por outro lado, classes representadas pelas letras mintisculas 1, v e w contém

(€N

sequéncias rejeitadas pelo processo de validacio PSI-BLAST. A categoria |
surpreendente, uma vez que estd relacionada ao agrupamento KO. A categoria v é
similar a anterior, mas aqui o PSI-BLAST rejeita sequéncias da por¢do exclusiva do
UEKO e, finalmente, a categoria w retne rejeicdes de sequéncias encontradas pelo
Seed Linkage somente. Essas rejeicdes operacionalmente constituem sequéncias que
ndo obtiveram um E-value abaixo do cutoff quando alinhadas com quaisquer Seeds.

Esses eventos ndo chegam sequer a 0,05% quando somados.
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Tabela 3: Resultados do agrupamento SeedServer para as aminoacil-tRNA sintetases.

COG/KO aaRS/EC Seeds S K U P Q 1 v w Total
COGO0013 /K01872 Ala (6.1.1.7) 13 64 600 1007 877 1599 0 0 0 4160
COGO0017/K01876 | Asp (6.1.1.12) 13 287 199 170 1345 2701 6 2 0 4723

COGO0017*/K01893 | Asn (6.1.1.22) 10 7 203 391 731 1522 0 0 0 2864
COGO0018 /K01887 | Arg(6.1.1.19) 13 85 557 1165 943 1554 0 0 0 4317
COG0060 / K01870 Ile (6.1.1.5) 13 24 268 401 1264 2405 0 0 0 4375
COGO0124 /K01892 | His (6.1.1.21) 14 104 626 1194 867 1535 0 0 2 4341
COGO0143/K01874 | Met (6.1.1.10) 13 54 513 905 1075 1992 0 0 0 4552
COG0162/K01866 Tyr (6.1.1.1) 14 91 306 290 1271 2743 1 4 1 4721
COGO0172* /K01875 | Ser (6.1.1.11) 14 61 477 1024 1074 1906 0 0 0 4555
COGO0180/K01867 Trp (6.1.1.2) 14 65 252 252 1364 2888 0 6 0 4871
COG0441* / K0O1868 Thr (6.1.1.3) 15 51 697 1320 871 1531 0 0 0 4484
COG0495* / K01869 | Leu (6.1.1.4) 14 93 433 415 1104 2303 0 0 0 4362
COG0525 / K01873 Val (6.1.1.9) 13 40 398 637 1074 2037 0 0 0 4199
Total - 173 1026 5529 9171 13860 26716 7 12 2
(0,3%) | (1,81%) | (9,78%) | (16,22%) | (24,52%) | (47,26%) | (0,01%) | (0,02%) | (0,00%) | 56524

Distribui¢do nas diferentes categorias das sequéncias recrutadas pelo SeedServer para as 13 aminoacil-tRNA sintetases (aaRS). COG: Clusters of Orthologous
Groups; KO: KEGG Orthology; EC: Enzyme Comission. Descri¢ao das categorias S, K, U, P, Q, 1, v e w assim como indicado na Figura 8. *COGs divididos pelo Seed
Linkage.
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6.1.1.2. Casos de rejeicao na validacao PSI-BLAST

Para aspartil-tRNA sintetase, seis proteinas na categoria 1 foram
consideradas invdlidas pelo método de validacio PSI-BLAST. Q8BJY7,
C4QJ96, Q6MTHG6 e E4PUG3, com respectivamente 87, 27, 100 e 90
residuos de aminoécidos, ndo atingiram valores satisfatérios de corte. A
média de tamanho das Seeds é 430 aminoacidos. E2LXX2 e Q5FNR4,
embora com, respectivamente, 431 e 311 residuos, também foram
rejeitas, mas esse resultado é suportado por valores de identidade
inferiores a 39% com outras sequéncias do grupo e nenhuma familia
PANTHER foi atribuida a elas pela ferramenta PANTHER HMM
scoring tool (ver métodos e Tabela 6 adiante). D9QXB3 e F8K681 da
categoria v, com 100 e 90 residuos respectivamente, também foram
rejeitadas, ja que baixas identidades em adicdo aos curtos alinhamentos
colaboram para que nio alcancem o limiar de corte.

Para histidil-tRNA sintetase, Seed Linkage encontrou duas proteinas que
foram posteriormente rejeitadas (D8SPU1, DESXN2) e uma (D8S8H4)
PSI-validada e presente no UEKO, todas da planta Selaginella
moellendorffii. DSS8H4 contem 1.665 residuos, mas somente a por¢ao
N-terminal (1086 até 1504 aproximadamente) € relacionada a funcio de
histidil-tRNA sintetase, enquanto a outra por¢do esta relacionada a
atividade RNA helicase (Tabela 6). Esse recrutamento correto permitiu
que o Seed Linkage recrutasse durante a busca de pardlogos em S.
moellendorffii, os outros dois falsos positivos mencionados anteriormente
com suporte de cobertura, mas com func@o tnica de RNA helicase, mas

que foram por fim corrigidos pela validagao.
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e Para tirosil-tRNA sintetase, Seed Linkage recrutou a sequéncia B3N840
de 320 residuos que ndo foi validada. Com o aumento dos seus
parametros de identidade e cobertura de 50% para 60% esse
recrutamento ndo € observado. Como se trata de um recrutamento
préximo ao limiar, a troca da matriz de substitui¢do utilizada pelo
BLASTYp pela matriz PSSM gerada pelo grupo formado no processo de
validacdo PSI-BLAST evitou este recrutamento. As outras rejeicoes
foram uma do KO (F7UMS56) e quatro da por¢ado enriquecida do UEKO
(HOP2J8, HOP6A6, HOPKD2 ¢ P73144), sendo todas com 78 residuos de
aminodcidos apenas, pequenas se comparadas com a média de 340
residuos das Seeds, sendo improvével alcangarem o limiar de E-value
pela concorréncia de alinhamento pequeno e baixa identidade.

e Para triptofanil-tRNA sintetase, outro caso de proteinas multi-dominios
foi observado. BSNCZ6 presente no K01876 possui funcdes de proteina
ribossomal e triptofanil-tRNA sintetase. Isso permitiu o recrutamento de
Q5AYZ1 da porcao exclusiva do UEKO, que € uma proteina ribossomal
somente. Esse agrupamento errdneo também foi detectado e corrigido

pelo método PSI-BLAST.

6.1.1.3. Correlacdo entre nimero EC e validacao PSI-

BLAST

A curadoria manual de algumas proteinas rejeitadas pelo método de validagdo
PSI-BLAST mostrou casos de verdadeiros negativos, no entanto essa abordagem
seria inalcancdvel na inspe¢do de positivos (as proteinas validadas), uma vez que se
trata de milhares de sequéncias.
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Nesse sentido, para investigar os casos positivos, foi obtido o nimero EC
associado as Seeds e a todas as sequéncias recrutadas, sempre que tal associacio
estava disponivel em dois experimentos distintos, nomeados A e B. No experimento
A (Tabela 4) as Seeds de aminoacil-tRNA sintetases foram comparadas contra o
banco de dados protéico completo e sequéncias SwissProt analisadas. A Tabela 4,
coluna 4 mostra que, considerando somente proteinas manualmente curadas, onde
um maior nivel de seguranca pode ser atribuido ao nimero EC em questdo, 100%
das sequéncias agrupadas e validadas pelo SeedServer, apresentaram o nimero EC
esperado em nove dos treze casos (Ala, Asn, Arg, Ile, His, Met, Tyr, Trp e Thr). A
andlise global dentre entradas SwissProt resultou em 99,7% de verdadeiros positivos
indicando alta precisdo. Para os quatro casos restantes foram observados os
respectivos cendrios:

e Aspartil-tRNA sintetase (Asp) EC:6.1.1.12 : De um total de 748
proteinas, oito (A4J412, A9WA97, B8GBG7, BILCUS, Q5WGBI,
Q65163, Q6GY9A8 e QSNWP3) de dois filos bacterianos (Chloroflexi e
Firmicutes) foram recrutadas exclusivamente pelo Seed Linkage mas
estdo descritas como Asparaginil-tRNA sitetase (EC: 6.1.1.22). No
entanto as comparacdes de suas estruturas secunddrias com as Seeds de
archaea mostram correlagdes entre 73% e 80%, além de todas elas terem
sido atribuidas a familia PANTHER PTHR:22594, subfamilia SF6,
correspondente a aspartil-tRNA sintetase, em suporte ao recrutamento
feito pelo Seed Linkage. Isso indica que o provével erro deve-se a alta
similaridade existente entre os dois tipos de aaRSs.

e Seril-tRNA sintetase (Ser) EC:6.1.1.11: De um total de 817 proteinas,

duas (Q89GR3 e Q89VT8) da Proteobacteria Bradyrhizobium japonicum
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foram recrutadas exclusivamente pelo Seed Linkage mas estdo descritas
como Aminoacil-[proteina acil-carreadora] sintetase EC:6.2.1.n2.
Sobreposi¢do de respectivamente 77% e 72% de estrutura secunddria foi
observada com as Seeds, no entanto nenhuma familia ou subfamilia
PANTHER foram atribuidas a essas duas sequéncias. Todavia, quando
ambas sequéncias s@o utilizadas como Seed no SeedServer, Q89VTS
encontra Q8TVD?2, entrada SwissProt, EC:6.1.1.11, com E-value de 10
8O; Q89GR3 nao encontra nenhuma entrada SwissProt mas alinha com
ESAVFS, Seryl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.11), com E-value de 3x10
1360 que deixa a questio de serem realmente falsos positivos em aberto.
Leucil-tRNA sintetase (Leu) EC:6.1.1.4: De um total de 764 proteinas,
trés (A8SF8Q3, BOK8X3 e Q9X2D7) do género bacteriano Thermotoga
foram recrutadas exclusivamente pelo Seed Linkage mas estdo descritas
como Valil (EC:6.1.1.9) ou Isoleucil-tRNA sintetases (EC:6.1.1.5).
Similaridades estruturais de respectivamente 76%, 75%, 72% foram
observadas. A alta similaridade entre esses trés tipos de aminoacil-tRNA
sintetases provavelmente se dd por terem divergido mais recentemente na
evolucao [42]. A mesma familia PANTHER PTHR11946 (Iso, Leu, Thyr,
Val e Met-tRNA sintetases) foi atribuida a essas sintetases em suporte ao
resultado encontrado pelo Seed Linkage.

Valil-tRNA sintetase (Val) EC:6.1.1.9: De um total de 343 proteinas, oito
(A4XKR2, ATHMY6, B7IGT1, BECWL4, BOK8X3, BOMRZS, Q2RKS59
e Q8RIL3) dos filos bacterianos Firmicutes e Thermotogae foram
recrutadas exclusivamente pelo Seed Linkage, mas estdo descritas como

Isoleucil-tRNA sintetase EC: 6.1.1.5. Novamente uma alta similaridade
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de estruturas secundarias foi observada variando de 72% a 76%, mesmo
entre reinos diferentes. Novamente a familia PANTHER PTHR11946
(Iso, Leu, Tyr, Val e Met-tRNA sintetases) foi atribuida, mostrando o
mesmo quadro de agrupamento entre essas aminoacil-tRNA sintetases,
altamente similares.

Alguns poucos casos de trocas entre essas sintetases também sdo observados
entre proteinas TrEMBL.

O experimento B foi realizado de forma controlada, onde as Seeds de aaRSs
foram comparadas com um banco de dados contendo somente as treze sintetases
estudadas. Isso possibilitou a obtencdo dos valores de verdadeiros e falsos positivos
e negativos e consequentemente o cdlculo dos coeficientes de i- F-Score e ii- MCC
(Matthews correlation coefficient) que refletem o desempenho do teste realizado. O
indice F-Score varia entre 0 (acuricia minima) e 1 (acuricia maxima) enquanto o de
MCC de -1 (acurdcia minima) a 1 (acurdcia maxima). Similarmente, uma alta
correlacdo entre o nimero EC de sequéncias PSI-validadas e o nimero EC correto
também foi observada incluindo-se na andlise sequéncias ndo manualmente curadas
TrEMBL (Tabela 4, coluna 10, precisdo). As taxas de falso negativo (sequéncias
com o EC correto ndo detectadas) e falso positivo (sequéncias detectadas com o EC
errado) mostraram-se baixas, como observado respectivamente nas colunas 7 e 9 da
Tabela 4. Considerando todo o universo de proteinas presentes na base de dados
UniProtKB (Tabela 4, décima primeira coluna), a revocacdo dos nimeros EC
relacionados as aminoacil-tRNA sintetases em estudo foi superior a 90% em todos
os treze casos. Os valores de F-Score obtidos para os treze experimentos foram
préoximos a 1 em todos os casos, assim como os de MCC, indicando uma alta

correlacdo entre a validacdo baseada em PSI-BLAST e anotacdo de nimero EC.
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Tabela 4: Correlacdo entre nimero EC e validacdo PSI-BLAST.

Experimento A Experimento B
CoG Total PSI+ PSI+ PSI+EC/ VP FN VN FP Precisao | Revocacdo | F-Score MCC
AA EC SP_EC | SP_EC+ | PSI-EC (%) EC (%)
PSI+ EC+ EC- PSI+
EC+ EC-
COGO0013 Ala 3823 715 715 3630/ 0 3630 193 44.437 0 100 95,0 0,97 0,97
COGO0017 Asp 4261 748 740 3841/4 3838 420 43.999 3 0,99 90,1 0,95 0,94
COGO0017* Asn 2393 286 286 2312/0 2310 81 45.867 2 0,99 97,5 0,98 0,98
COGO0018 Arg 3992 739 739 3829/0 3829 163 44.268 0 100 96,9 0,98 0,98
COGO0060 Ile 3951 573 573 3736/0 3736 215 44.309 0 100 95,5 0,97 0,97
COGO0124 His 4053 696 696 3727/0 3727 326 44.207 0 100 92,0 0,96 0,96
COGO0143 Met 3262 496 496 2973/0 2973 289 44.998 0 100 91,1 0,95 0,95
COGO0162 Tyr 4103 545 545 3964/ 0 3964 139 44.157 0 100 97,6 0,98 0,98
COGO0172* Ser 3944 817 815 3740/ 0 3740 204 44.316 0 100 95,8 0,97 0,97
COGO0180 Trp 2874 166 166 2781/0 2781 93 45.386 0 100 97,8 0,98 0,98
COG0441* Thr 4051 699 699 3889/0 3888 162 44.209 1 0,99 96,6 0,98 0,98
COGO0495* Leu 3722 764 761 3609/ 0 3607 113 44.538 2 0,99 97,9 0,98 0,98
COG0525 Val 3831 343 335 3622/0 3621 209 44.429 1 0,99 94,5 0,97 0,97
TOTAL 48.260 | 7.487 7.466 45.644 / - - - - - - - -
(99,7%) 4

Experimento A: Seeds de aminoacil t-RNA sintetases foram comparadas com o banco de dados completo; Experimento B: Seeds de aminoacil t-RNA sintetases foram
comparadas somente com o banco de dados contendo somente as 13 aminoacil t-RNA sintetases; SP: SwissProt; AA: aminoédcido; Total EC: niimero total de proteinas da
base estudada com o nimero EC associado da aminoacil-tRNA sintetase correspondente; SP_EC: niimero total de proteinas agrupadas que estdo na base SwissProt com
algum ndmero EC associado; EC+: nimero EC esperado, idéntico ao presente nas Seeds. EC-: nimero EC diferente do esperado; PSI+: PSI validado; PSI-: ndo validado;
PSI+EC: total de sequéncias PSI-validadas com algum nimero EC; VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; VN: verdadeiro negativo; FP: falso positivo; Precisdo:
PSI+EC+/PSI+EC; Revocagdo: PSI+EC+/Total EC; F-Score: calculado por 2x (P x R) / (P + R); MCC: Matthews correlation coefficient, calculado por (TP x TN) — (FP x
FN) / RAIZ( (TP+FP) (TP+FN) (TN+FP) (TN+FN) ); EC%: porcentagem de sequéncias no agrupamento associadas a algum ntimero EC; *COGs sub-divididos pelo Seed
Linkage.
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6.1.1.4. Correlacao entre familia PANTHER, niimero EC e

validacao PSI-BLAST

Na secdo anterior vimos a concordancia existente entre a validacdo baseada em
PSI-BLAST e anota¢des de nimero EC. Para avaliar esse processo de validacdo do
SeedServer com uma metodologia diferente, foi escolhida a classificagdo de
sequéncias nas melhores familias e subfamilias PANTHER, grupos filogenéticos
curados e supervisionados (ver métodos, secdo 5.1.2).

Inicialmente, para verificar a correlacdo existente entre a classificacio em
grupos PANTHER com ndmeros EC, todas as aminoacil-tRNA sintetases
possuidoras de uma anotagdo EC (Tabela 4, coluna 2) foram submetidas a essa
classificacdo, sendo verificada se a designacdo nos niveis de familia e subfamilia
estavam de acordo com a fun¢@o enzimdtica EC correspondente (Tabela 5). Em
alguns casos o teste foi impossibilitado pela auséncia de uma descrigdio PANTHER
especifica (e.g.: familia ndo nomeada). A andlise gerou valores de F-Score e MCC
para ambos os niveis, sendo todos superiores a 0,96 para o nivel familia.

Ja para o nivel de subfamilia a precisdo foi superior a 71,6 em cinco de oito
testes realizados, mas alcancou baixos valores como 29,8 para treonil-tRNA
sintetase. No entanto, para todos os casos (incluindo os niveis de familia e
subfamilia) a presenca de grupos carentes de descricdo especifica interfere na
obtencdo da medida real uma vez que esses foram considerados falsos positivos,
como, por exemplo, € o caso de: i- treonil-tRNA sintetase: 69,9% das sequéncias
classificadas em subfamilias PANTHER eram em grupos carentes de descricdo e ii-
metionil-tRNA sintetase: 63,8% das sequéncias classificadas pelo PANTHER eram

em subfamilias carentes de descricdo. Adicionalmente, a baixa atribui¢do do
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classificador PANTHER em subfamilias contribuiu para baixos valores de
revocacdo, como 2,1 para tirosil-tRNA sintetase. A combinagdo de baixos valores de
precisdo e revocagdo levou a baixos valores de F-Score e MCC no nivel de
subfamilia para alguns testes, no entanto, sempre que a maioria das sequéncias
estavam classificadas em grupos com descri¢do especifica, a precisao foi alta
independentemente da revocagao.

Em uma préxima etapa, analisamos a correlacdo existente concomitantemente
entre o total de proteinas PSI-validadas com nimero EC e classificagio PANTHER.
Nas colunas 8 e 9 da Tabela 5 fica evidente a correspondéncia da validagdo
SeedServer com ambas as metodologias testadas, limitada somente pela baixa
classificacdo PANTHER no nivel de subfamilia. Levando-se em consideracio todas
as proteinas PSI-validadas, independentemente de ter ou ndo uma atribui¢do EC,
alguma familia pode ser atribuida para 99,85% delas com descricdo especificada e
desse total 86,94% foi correspondente com o esperado para cada COG. Enquanto
isso, alguma subfamilia foi atribuida a 80,42% das sequéncias, sendo 53,96% com
descri¢do especificada e desse total 91,04% de acordo com o esperado. J4 para as
ndo PSl-validadas, o indice de atribui¢do foi de aproximadamente 82% e 67% para
familia e subfamilia respectivamente. Os casos onde as sequéncias ndo validadas
possuem termos PANTHER corretos serdo discutidos adiante e se justificam pelo
pequeno tamanho das sequéncias e improbabilidade de atingirem o limiar de corte.

Para avaliar aquelas proteinas PSI-validadas que ndo apresentam uma correlacio
pré-estabelecida com algum ndmero EC, analisamos a correlacdo entre essas
sequéncias e grupos PANTHER. Nas duas ultimas colunas da Tabela 5 verificamos

alta correspondéncia no nivel de familia e menor para subfamilia como j4 discutido.
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Tabela 5: Correlacdo entre familia PANTHER, nimero EC e validagdo PSI-BLAST.

COG AA Familia PANTHER / EC Subfamilia PANTHER / EC PSI+ EC PANTHER Proteinas PSI+ sem niimero
EC
Precisao | Revocacdo | F-Score | MCC | Precisao | Revocacdo | F-Score | MCC | PSI+EC+ PSI+EC+ | PTHR+ PTHRSF+
PTHR+ PTHRSF+
COGO13 Ala 99,6 98.9 0,99 0,99 N.D. N.D. N.D. N.D. 0,99 N.D. 100 N.D.
COGO0017 Asp 99,7 92,0 0,96 0,96 93,8 85,7 0,89 0,92 0,96 92,6 100 41,3
COGO017* Asn N.D. N.D. N.D, N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
COGO0018 Arg 99,9 98,0 0,99 0,99 N.D. N.D. N.D. N.D. 0,99 N.D. 100 N.D.
COGO0060 Ile 97,4 96,4 0,97 0,98 71,6 69,2 0,70 0,81 0,98 71,7 100 56,7
COGO0124 His 99,8 97,2 0,98 0,98 N.D. N.D. N.D. N.D. 0,98 N.D. 99.8 N.D.
COGO0143 Met 97,7 93,6 0,96 0,96 35,1 33,2 0,34 0,53 0,96 35,6 100 69,0
COGO0162 Tyr 99,7 99,0 0,99 0,99 93,5 2,1 0,04 0,13 0,99 94,6 98,1 93,2
COGO172* Ser 99,1 95,6 0,97 0,98 N.D. N.D. N.D. N.D. 0,98 N.D. 99,9 N.D.
COGO0180 Trp 99,9 99,0 0,99 0,99 99,9 99,0 0,99 0,99 0,99 98,1 99.8 99,7
COGO0441* Thr N.D. N.D. N.D. N.D. 29,8 29,2 0,29 0,51 N.D. 29,8 N.D. 66,2
COGO0495* Leu 99,9 99,1 0,99 0,99 99,8 98.9 99.4 0,99 0,99 99.4 100 96,1
COGO0525 Val 99,7 96,8 0,98 0,98 54,9 533 0,54 0,71 0,98 54,4 100 71,1

AA: aminodcidos; PSI+: sequéncias PSI-validadas; EC+: sequéncias com o nimero EC esperado; PTHR: familia PANTHER; PTHRSF: subfamilia PANTHER;

PTHR+: sequéncias com a familia PANTHER esperada; PTHRSF+: sequéncias com a subfamilia PANTHER esperada; PSI+ EC PANTHER: total de sequéncias PSI-

validadas com alguma atribuigdo EC e alguma atribuigio PANTHER; Precisdo, Revocagdo, F-Score e MCC: como descritos na Tabela 4; N.D.: Dados nao

disponiveis por auséncia de descricdo PANTHER especifica; *COGs divididos pelo Seed Linkage.
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Finalmente, a atribuigdio PANTHER completa para proteinas PSI-validadas se
encontra na Tabela 6, as descri¢des dos termos se encontram na legenda, quando ha
coincidéncia com a descricdo do COG os identificadores foram representados em
negrito e itdlico e quando desprovidos de descricdo marcados em vermelho.
Denotamos a seguir casos onde houve conflito de anotacao.

Aspartil e Asparaginil-tRNA sintetases foram classificados na mesma familia
PTHR22594 (Aspartyl/Lysyl-tRNA Synthetase) e, curiosamente, ndo hd nessa
versdao da base de dados PANTHER uma familia Asparaginil-tRNA sintetase além
do fato de suas estruturas primdrias [43] e tercidrias [44] serem altamente similares.
Das quatro sequéncias nao PSI-validadas, mas com nimero EC correto (Tabela 5),
trés (Q6MTH6, F8K681 e C4QJ96) possuem tamanho inferior a 100 residuos de
aminoacidos e somente uma Q5SFNR4 com 311 residuos, porém nenhuma familia
PANTHER lhe foi atribuida.

Alguns casos de troca nas subfamilias da familia PTHR11946, que agrupa
Isoleucil, Leucil e Valil-tRNA sintetases, estdo presentes como esperado pelo que ja
foi descrito no item anterior. A troca mais expressiva foi a presenga no COG0525 de
Valil-tRNA sintetase de 420 sequéncias da subfamilia PTHR11946-SF16 que é
relacionada a Ile-tRNA sintetase. No entanto, para essas 420 sequéncias foram
analisados os resultados secundérios dentro dos critérios de E-value estabelecidos
pelo programa PANTHER HMM Scoring tool (ver métodos, secdo 5.1.2) e 358 delas
apresentam correlacdo com a subfamilia esperada PTHR11946-SF5, PTHR11946-
SF5 (Valil-tRNA sintetase).

Para Histidil-tRNA sintetase, a j4 mencionada D8§S8H4 contendo 1.665 residuos
de aminoacidos e PSI-validada foi classificada como PTHR18934, uma RNA

helicase. No entanto essa proteina é multifuncional e também apresenta atividade de
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Histidil-tRNA sintetase, em suporte ao determinado pelo SeedServer. J4 as outras
duas sequéncias (D8SPUI e D8SXN2 com respectivamente 1.142 e 935 residuos)
nio foram validadas e possuem unicamente funcao de RNA helicase.

Para Tirosil-tRNA sintetase, 16 sequéncias foram atribuidas a PTHR10055-SFO
(Triptofanil-tRNA sintetase). As cinco sequéncias ndo PSl-validadas atribuidas
corretamente a PTHR11766 de Tirosil-tRNA sintetase possuem apenas 78 residuos

de aminodcidos, se comparados com uma média de 340 das Seeds.

6.1.1.5. Enriquecimento taxonomico

O enriquecimento taxondmico ocorrido devido ao recrutamento SeedServer foi
avaliado para todas as sequéncias das treze aaRSs, que foram consideradas PSI-
validadas, e com o nimero EC e familia PANTHER corretamente atribuidos.
Proteinas de novos tdxons foram encontradas, representando até mesmo novos filos
(como os bacterianos Lentisphaerae, Poribacteria, Thermodesulfobacteria e
eucaridticos Phaeophyceae e Platyhelminthes) e centenas de novas espécies
comparando-se com o caso de se somente grupos KO tivessem sido utilizados
(Tabela 7). O que torna o resultado expressivo é o fato de que se espera fécil
identificacdo de aaRSs presentes em outros clados e inclusdo das mesmas nos

grupos KO.
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Tabela 6: Correlacdo entre familias e subfamilias PANTHER e validacio PSI-BLAST.

COG AA PSI+/PSI- PTHR/PSI+ PTHRSF/PSI+ PTHR/PSI- PTHRSF/PSI-
COGO0013Ala 4160/ 0 PTHRI11777 (4160) PTHR11777-SF6 (4099) - -
COGO0017Asp 4715/8 PTHR22594 (4715) PTHR22594-SF5 (3913) PTHR22594 (4) PTHR22594-SF5 (4)

PTHR22594-SF10 (706)
PTHR22594-SF16 (47)
COGO0017*Asn 2864 /0 PTHR22594 (2860) PTHR22594-SF6 (1716)
PTHR10188 (1) PTHR22594-SF16 (1093) - -
PTHR22594-SF18 (51)
PTHR10188-SF7 (1)
COGO0018Arg 4317/0 PTHRI11956 (4313) PTHR11956-SFO (397) _ -
PTHR 11956-SF1(2770)
COG0060 Tle 4375/0 PTHRI11946 (4373) PTHR11946-SF9 (3041) - -
PTHR11946-SF11 (1317)
PTHR11946-SF41 (15)
COGO0124 His 4339/2 PTHRI11476 (4331) PTHR 18934-SF68 (1) PTHR18934 (2) PTHR 18934-SF68 (2)
PTHR18934 (1)
COG0143 Met 4552/ 0 PTHRI11946 (4551) PTHR11946-SF1 (2140) - -
PTHR11946-SF13 (631)
PTHR 11946-SF47 (1738)
PTHR11946-SF48 (39)
COG0162 Tyr 4715/ 6 PTHR11946 (474) PTHR11946-SF1 (1) PTHR11946 (1) -
PTHR11766 (4223) PTHRI11946-SF8 (308) PTHR11766 (5)
PTHR10055 (16) PTHR 11946-SF45 (1)
PTHR 10055-SF0 (16)
COGO172* Ser 4555/ 0 PTHRI11778 (4490) PTHR11778-SFO0 (355) - -
PTHR11451 (1) PTHR11778-SF1 (3315)
PTHR31084 (1) PTHR31084-SFO (1)
COG0180 Trp 4865/ 6 PTHR10055 (4362) PTHR10055-SF0 (4204) PTHRI2363 (5) PTHR12363-SF13 (5)
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PTHR11700 (2)
PTHR24115 (1)

PTHR10055-SF1 (425)
PTHR10055-SF2 (51)
PTHR11700-SF1 (2)
PTHR24115-SF227 (1)

PTHRI11700 (1)

PTHR11700-SF1 (1)

COG0441* Thr

4484 /0

PTHR11451 (4483)

PTHR11451-SF5 (1553)
PTHR11451-SF10 (2913)
PTHR11451-SF11 (16)

COG0495* Leu

4362/0

PTHR11946 (4362)

PTHR11946-SF5 (1)
PTHR11946-SF6 (149)
PTHR11946-SF7 (3907)
PTHR11946-SF9 (1)
PTHR11946-SF10 (256)
PTHR11946-SF11 (1)
PTHR 11946-SF20 (9)
PTHR11946-SF21 (20)
PTHR11946-SF24 (2)
PTHR11946-SF49 (16)

COG0525 Val

4199/0

PTHR11946 (4199)

PTHR11946-SF5 (2378)
PTHR11946-SF9 (18)
PTHR11946-SF16 (420)
PTHR11946-SF49 (1383)

TOTAL

56.502/22

56419 (99,85%)

45438 (80,42%)

18 (81,82%)

12 (66,67 %)
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AA: aminodcido; PSI+: Sequéncias PSl-validadas; PSI-: Sequéncias ndo PSI-validadas; PTHR:
identificador da familia PANTHER, PTHRSF: identificador da subfamilia PANTHER; Total de
sequéncias apresentado entre parénteses; *COGs divididos pelo Seed Linkage; Cédigo de trés letras dos
aminodcidos foi utilizado; Termos PANTHER em negrito e itlico estdo de acordo com o esperado para a
descri¢cdo do COG; Termos PANTHER em vermelho nio possuem descri¢do especificada. PTHR11777:
Ala-tRNA sintetase - SF6:subfamilia ndo nomeada; PTHR22594:Asp/Lys-tRNA sintetase - SF5:Asp-
tRNA sintetase, SF6:Asp-tRNA sintetase, SF10:subfamilia ndo nomeada, SF16:subfamilia ndo nomeada;
SF18: :subfamilia ndo nomeada, PTHR10188:L-Asparaginase - SF7:L-Asparaginase; PTHR11956:Arg-
tRNA sintetase - SFO:subfamilia ndo nomeada, SF1:subfamilia ndo nomeada; PTHR11946:1le, Leu, Tyr,
Val e Met-tRNA sintetases — SF1:Met-tRNA sintetase, SF5:Val-tRNA sintetase, SF6:relacionado a Leu-
tRNA sintetase, SF7:Leu-tRNA sintetase, SF8:Tyr-tRNA sintetase, SF9:Ile-tRNA sintetase, SF10:Leu-
tRNA sintetase, SF11:subfamilia ndo nomeada, SF13:Proteina OS03G0335600, SF16:relacionada a Ile-
tRNA sintetase, SF20:subfamilia ndo nomeada, SF21:tRNA sintetase de classe I putativa,
SF24:subfamilia ndo nomeada, SF41:subfamilia ndo nomeada, SF45:subfamilia ndo nomeada,
SF47:subfamilia ndo nomeada, SF48:subfamilia ndo nomeada, SF49:subfamilia ndo nomeada;
PTHR11476:His-tRNA sintetase; PTHR18934: RNA helicase ATP-Dependente - SF68 subfamilia ndo
nomeada; PTHR11766:Tyr-tRNA sintetase; PTHR10055: Trp-tRNA sintetase - SFO Trp-tRNA sintetase
- SF1  TrptRNA sintetase  citoplasmdtica, ~SF2  Trp-tRNA  sintetase  mitocondrial;
PTHR12363:Transportina 3 e importina 13 - SF13 subfamilia ndo nomeada; PTHR11778:Ser-tRNA
sintetase - SFQ:subfamilia ndo nomeada, SF1:subfamilia ndo nomeada; PTHR11451: relacionada a tRNA
sintetase; PTHR31084:familia ndo nomeada — SFO: subfamilia ndio nomeada; PTHR11700: Proteina
Ribossomal 30S membro da familia S10 - SF1 Nio caracterizada; PTHR24115:Familia ndo nomeada -
SF227 Proteina OS02G0742800; PTHR11451:relacionado a tRNA sintetase- SF5 Thr-tRNA sintetase,
SF10: subfamilia ndo nomeada, SF11: subfamilia nao nomeada.

Tabela 7: Enriquecimento taxondmico como o recrutamento SeedServer das treze aminoacil-

tRNA sintetases com relacdo ao que € encontrado no grupo KO apropriado.

COG AA Filo | Classe | Ordem | Familia | Género | Espécie
COG0013 Ala 3 4 7 23 179 807
COGO0017 Asp 4 5 8 23 177 836
COGO0017* Asn | N.D. | N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
COGO0018 Arg 3 5 8 25 183 815
COG0060 Tle 4 4 8 24 179 803
COGO0124 His 2 5 9 26 173 783
COG0143 Met 2 2 5 18 141 606
COGO0162 Tyr 4 5 7 24 180 832
COGO0172* Ser 3 6 9 27 172 738
COGO0180 Trp 3 5 8 23 142 514
COG0441* Thr N.D. | N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
COG0495* Leu 4 5 9 26 169 806
COGO0525 Val 2 4 8 21 166 786

Distribui¢do de novos grupos em diferentes niveis taxondmicos das proteinas recrutadas pelo

SeedServer, considerando PSI-validadas, nimero EC e familia PANTHER corretamente atribuidas e
auséncia no grupo KO correspondente. N.D.: Dados ndo disponiveis por ausé€ncia de
descricdo PANTHER especifica;*COGs divididos pelo Seed Linkage.
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6.1.2. Metilaspartato mutase e subgrupos KO

Pelo menos uma via bioquimica para a fermentagdo dos 20 amino4cidos bdsicos
€ conhecida. A glutamato mutase (EC: 5.4.99.1) ou metilaspartato mutase (Mut) é
uma enzima procaridtica dependente de vitamina B12, que cataliza a conversio
reversivel de L-glutamato para L-treo-3-metilaspartato, o primeiro passo na
fermentagdo do L-glutamato até piruvato. Mut possui duas subunidades distintas
descritas: MutS — dominio de ligagdo a vitamina B12; MutE — a subunidade
catalitica, além de MutL — cujo gene estd localizado entre as duas outras
subunidades e possui func¢io desconhecida.

Considerando que essas trés subunidades estdo agrupadas em um mesmo grupo
KO (K01846), a capacidade do SeedServer de separé-las foi avaliada, demonstrando
facilidade em distinguir as subunidades e reagrupd-las em subgrupos distintos. A
Figura 9 mostra uma darvore filogenética construida com todas as 51 sequéncias
bacterianas presentes nesse KO e que foram utilizadas como Seeds no SeedServer.
Os trés subgrupos observados na arvore sdo os mesmos formados no agrupamento
SeedServer pelo programa Seed Linkage. Por estarem inseridas em uma mesma
entidade KO, as mesmas sequéncias do KO sdo recrutadas para cada um dos
subgrupos formados durante o procedimento SeedServer, no entanto o processo de
validagdo PSI-BLAST eliminou, para cada subgrupo, sequéncias das outras duas
subunidades com 100% de acerto.

MutS formou um grupo com 167 proteinas, sendo 5,4%, 23,4% e 71,2%,
respectivamente, das categorias PSI-Validadas: S, K e U (Figura 8).

MutE formou um grupo com 181 proteinas, sendo 21,6%, 8,8% e 69,6%,

respectivamente, das categorias S, K e U.
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Ja MutL. formou um grupo com 448 proteinas, sendo 35,9%, 9,6% e 54,5%,

respectivamente, das categorias S, K e U, mostrando mais uma vez a importancia do

enriquecimento de sequéncias por parte do Seed Linkage e UEKO.

P58620 Metilaspartato mutase, subunidade S
B5YRD3 Metilaspartato mutase, subunidade S
CBV1E2 Metilaspartato mutase, subunidade S
D3QMS2 Metilaspartato mutase, subunidade S
Q32143 Metilaspartato mutase, subunidade S
B7N9X8 Metilaspartato mutase, subunidade S
B7ULK8 Metilaspartato mutase, subunidade S
95| | B1LLH3 Metilaspartato mutase, subunidade S
&2 B7NMUS Metilaspartato mutase, subunidade S
B7LKM9 Metilaspartato mutase, subunidade S
ASMJKY7 Metilaspartato mutase, subunidade S
E3G1U9 Metilaspartato mutase, subunidade S
sg- ABAJ70 Metilaspartato mutase, subunidade S
A1JSN5 Metilaspartato mutase, subunidade S
A4J7Z5 Metilaspartato mutase, subunidade S

(2]
nN

9

o

100

B8CYC6 Metilaspartato mutase, subunidade S
Q24SG7 Metilaspartato mutase, subunidade S
100' B8FVK6B Metilaspartato mutase, subunidade S
ABTTM6 Metilaspartato mutase, subunidade S
D8GIL4 Metilaspartato mutase, subunidade S
Q890S0 Metilaspartato mutase, subunidade S
P61191 Metilaspartato mutase, subunidade S
Q8RHY7 Metilaspartato mutase, subunidade S
g2 — E3HBC8 Metilaspartato mutase, subunidade S
L—— Q3AFA7 Metilaspartato mutase, subunidade S
A5CZJ7 Metilaspartato mutase, subunidade S
B5YEV3 Metilaspartato mutase, subunidade S
100 - BBEOH6 Metilaspartato mutase, subunidade S
ABQI83 Metilaspartato mutase, subunidade S
D8HX20 Metilaspartato mutase, subunidade S
68 Q24SG8 Proteina ndo caracterizada
Q8RHY6 Metilaspartato mutase

81

55 QBA5H6 Metilaspartato mutase
Q8RHY5 Metilaspartato mutase
100, ASN4X5 Metilaspartato mutase, subunidade E
BODYH9 Proteina ndo caracterizada
Q89052 Metilaspartato mutase, subunidade E
Q73KI2 Metilaspartato mutase, subunidade E
D8GIL2 Metilaspartato mutase, subunidade E
100; Q24SG9 Proteina ndo caracterizada
B8FVK4 Metilaspartato mutase, subunidade E
Q3AFA5 Metilaspartato mutase, subunidade E
100 BSYEV1 Metilaspartato mutase, subunidade E
B8EOH4 Metilaspartato mutase, subunidade E
B8CYC4 Metilaspartato mutase, subunidade E
A1JSN7 Metilaspartato mutase, subunidade E
DY9QUWS Metilaspartato mutase, subunidade E
A4J7Z3 Metilaspartato mutase, subunidade E
E3HBDO Metilaspartato mutase, subunidade E

100 56

92

0.2

D9QUW4 Metilaspartato mutase, subunidade S Grupo 1 (MutS)

100 LE Q8RAHY Metilaspartato mutase Grupo 2 (MUtL)

Grupo 3 (MutE)

Figura 9: Arvore filogenética das 51 metilaspartato mutases presentes no K01846. MutS, MutL e

MutS sdo suas trés subunidades.
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6.1.3. Vitamina B7 e anotacao de sequéncias metagenomicas

Nessa secdo, selecionamos uma enzima bacteriana envolvida no metabolismo de
aminodcidos de forma aleatéria para simular um processo de anotacdo de proteinas
de funcdo desconhecida a partir dos agrupamentos formados pelo SeedServer.
Biotina ou vitamina B7 € uma coenzima para enzimas carboxilases, envolvida na
sintese de dcidos graxos, gliconeogé€nese e dos aminoécidos isoleucina, leucina e
valina. A proteina bifuncional de sintese de biotina contém dois dominios
funcionais. Trés sequéncias (Q64VX4, QSLEY1 e E1IWTS4) de uma bactéria do
trato intestinal, Bacteroides fragilis, foram utilizadas como Seeds na criagdo de um
grupo de homdlogos.

Um total de 5.838 proteinas recrutadas, dentre procaridticas e eucaridticas,
provenientes das categorias PSI-validadas S, K, U, P e Q foram entdo utilizadas em
uma busca BLAST (E-value 10'10) usando como banco de dados 18.445.837
sequéncias publicas de projetos metagendmicos, com o intuito de associar
informag@o bioldgica a essas sequéncias.

Como algumas sequéncias metagendmicas, apds a montagem, podem conter
milhares de pares de base, foi feita a selecdo do melhor resultado BLAST por
regido, ou seja, sem sobreposicdo. Em outras palavras, os melhores alinhamentos de
sequéncias UniProtKB puderam ser mapeadas em diferentes regides de uma tnica
sequéncia metagendmica.

Ap6s a filtragem, foi feita a verificacdo de quais categorias SeedServer foram
responsdveis pelos melhores alinhamentos. De um total de 1.676 alinhamentos,
29,1% e 70,9% foram respectivamente do UEKO (sua por¢do exclusiva) e KO. Se
somente as sequéncias Seeds fossem utilizadas no BLAST, somente 336

alinhamentos seriam obtidos. Esse resultado mostra mais uma vez a importancia da
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utilizacdo do UEKO como fonte de uma melhor anotacio para sequéncias de funcio

desconhecida.

6.1.4. Via regulatéoria do desenvolvimento pré-embrionario e

inferéncia de LCA

Neste préoximo exemplo desejamos ilustrar o uso da ferramenta SeedServer em
estudos mais complexos envolvendo vias metabdlicas completas e ndo somente
reacdes isoladas. Em um trabalho [45] desenvolvido por nosso grupo ferramentas de
mineracdo de texto foram utilizadas para encontrar proteinas envolvidas na
regulacdo da via de desenvolvimento pré-embriondrio humano descrevendo uma
nova via bioquimica, no mesmo estilo encontrado no KEGG Pathway. As
sequéncias protéicas foram entdo utilizadas como Seeds no SeedServer permitindo a
inferéncia do ancestral comum mais recente (LCA na sigla em inglés) para cada
grupo de homdlogos, revelando que a via consiste de conjuntos de interacdes
conservadas no filo dos cordados, mas com importante adicdo de elementos mais
recentes.

Como ilustrado na Tabela 7 acima, o SeedServer é responsdvel por recrutar
proteinas homoélogas de tdxons novos e esse enriquecimento pode levar ao
reposicionamento do LCA, influenciando assim na demarcacdo da origem do gene.
A Figura 10 demonstra essa remarcacdo do LCA ocorrida com o uso do SeedServer
para alguns (pontos que ndo estdo sobre a diagonal tracejada) dos 115 grupos de
homologos criados para via em questdo, quando comparado ao uso exclusivo da
base de dados KO. Como vdrios grupos podem ocorrer com as mesmas
coordenadas, o tamanho das bolhas representa a freqiiéncia de grupos naquela

coordenada. Quando o grupo formado pelo SeedServer agregou sequéncias de mais
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clados, o LCA foi mapeado abaixo da diagonal, em um clado mais remoto. Esse
estudo de caso exemplifica a necessidade de um usudrio em rapidamente ampliar ou
criar um grupo de homdélogos com todas as proteinas disponiveis no momento.

Em alguns casos, quando as proteinas selecionadas nio estavam presentes no
KO, a determinacdo do LCA foi integralmente determinada pelo SeedServer, através
do Seed Linkage e do método UE-Seed (pontos sobre o eixo Y da Figura 10). Por
exemplo, as sequéncias SwissProt P61158 (similar a actina 3) e 075626 (proteina
contendo o dominio dedos de zinco PR) ndo estdo presentes em nenhum grupo KO

até a presente data, mas tiveram seus homologos determinados.

Reposicionamento do ancestral comum mais recente

Espécie -
Sub género ‘
Género
Sub familia
Familia
Super familia
Sub ordem - g
Ordem
Super ordem «
Sub classe
Classe + >’
Super classe « [ 3
Sub filo -
Filo » P
Reino ® - .
Superreino = [ 2
Raiz + #° . .

SeedServer

KEGG Orthology somente

Figura 10: Reposicionamento do ancestral comum mais recente (LCA) com uso do SeedServer.
Dados de todas as proteinas utilizadas como Seeds no estudo da via de regulacdo do desenvolvimento
pré-embriondrio humano. Eixo X considera somente sequéncias presentes em grupos KO e eixo Y
todas sequéncias ao final do processamento SeedServer. Tamanho das bolhas é proporcional ao

ndmero de grupos em cada coordenada. Valor minimo = 1 e mdximo = 32.
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6.1.5. LCA e estrutura secundaria

A disponibilidade de milhares de dados contendo a porcentagem de similaridade
das estruturas secunddrias (SOV) entre Seeds e recrutadas, aliado a condic¢do de se
estabelecer uma distdncia taxondmica de cada par, através do LCA, levantou as
seguintes questdes: (i) Quao similares sdo as estruturas secunddrias em diversos
niveis taxondmicos dentre sequéncias dos trés diferentes super-reinos da vida?; (ii)
Seria possivel estabelecer classes de valores SOV que distinguem esses niveis
taxondmicos?

Para abordar essas questdes, juntamente com os dados dos agrupamentos ja
apresentados, foi feito o agrupamento de homélogos de sequéncias de mioglobinas,
com estruturas sabidamente conservadas a titulo de comparagdo e controle,
utilizando como Seeds uma sequéncia humana (P02144) e uma de camundongo
(P04247). Além destes, somam-se os dados que representam o grupo das plantas,
utilizando genes de mais uma via completa mapeada por nosso grupo (Fernanda
Stussi e colaboradores, ndo publicado), envolvendo proteinas de resisténcia a seca
(Seeds de Arabidopsis thaliana).

A Figura 11 nos mostra dados de SOV para procariotos, archaeas e eucariotos
distribuidos em até quinze niveis taxondmicos. De maneira geral é possivel observar
pela inclinagdo positiva de todas as retas a ja esperada correlacdo de quanto menor a
distdncia taxondmica maior serd o valor SOV, independentemente do reino
estudado.

Analisando-se em conjunto os dados de Aspartato mutase (procariético),
aminoacil-tRNA sintetases (archaeas) e proteinas do desenvolvimento pré-
embriondrio humano (eucariotos metazodarios) observamos uma alta correlacio entre

as retas, um indicativo da conservacio da estrutura secundaria em torno de 70% de
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Figura 11: Correlagdo da sobreposicdo de estruturas secunddrias dada pelo valor SOV (eixo Y) com

distancia taxondmica (eixo X) entre Seeds e todas as sequéncias PSI-validadas. A: grupos com Seeds

procaridticas; B: Seeds de archaea; C: Seeds de eucariotos. *dados de um nivel taxondmico que

apresentam diferenca estatistica significativa em relagio ao nivel anterior em Teste-T ndo pareado,

assumindo variincias desconhecidas e p-value < 0,05. Barra de erros representa o desvio padrdo da

média.
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Os valores de SOV e a inclinacdo obtida para Biotina sintase mostraram-se
consideravelmente inferiores quando comparados a Aspartato mutase de outros
procariotos bem como de archaea e eucariotos. No entanto, como as sequéncias
Seeds utilizadas sdo bi-funcionais e estdo associadas a dois grupos KO distintos, o
processo de enriquecimento KO/UEKO recrutou sequéncias mono-funcionais de
menor tamanho, fato que influencia na métrica de obten¢do de SOV reduzindo os
valores obtidos (Figura 11-A). Especialmente nesse experimento, valores de SOV
baixos alertam para a mono e multifuncionalidade em grupos KO, sendo uma
perspectiva futura a subdivisdo de grupos KO andlogos em distintos grupos mono e
multifuncionais, para que cada subgrupo contenha proteinas similares ao longo de
toda extensdo.

A inclinagdo da reta obtida para mioglobina foi a maior, juntamente com os
valores individuais de SOV refletindo a conservagdo dessas proteinas.
Contrariamente, as proteinas de planta apresentaram menor inclinagdo e os menores
valores SOV, resultado compativel com a presenca de diversos pardlogos nos
genomas multipléides e a provdvel falta de depdsito dos homdlogos mais préximos,
0 que incorre em maior variagdo estrutural (Figura 11-C).

E importante ressaltar que o eixo X dos graficos contém unidades discretas e nio
continuas como seria esperado em uma representagdo temporal. Nesse sentido, a
separagdo entre os pontos ndo reflete a distancia evolutiva que levou a separacio dos
tdxons. Ainda, a elevada diferenca entre alguns valores consecutivos, principalmente
préximos ao nivel de espécie de procariotos e archaeas, sugere uma divisdo
taxondmica incompleta, onde mais niveis deveriam ser criados para ajustar melhor o
que seria a real distdncia evolutiva e, que seria representada com os pontos

corretamente afastados entre si e posicionados sob a reta. Estas observacdes
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sugerem a necessidade de estudos posteriores, todavia, as distancias entre os clados
em varios super-reinos sao compativeis.

Uma melhor visdo da distribuicdo de valores SOV em clados diferentes esta
mostrada na Figura 12 para as proteinas envolvidas no desenvolvimento pré-
embriondrio humano. Verifica-se que a maioria das proteinas que somente t€ém em
comum o filo com as humanas, apresentam valores de SOV mais baixos, enquanto
que as mais proximas tém valores maiores, no entanto, observa-se certa
sobreposicao de valores entre os niveis taxondmicos, indicando a impossibilidade de
estabelecer classes de valores SOV para diferenciar niveis taxondmicos. No
SeedServer, o parametro SOV ndo tem caréter de filtro ou validagdo, embora isso

possa ser facilmente aplicado a tabela de resultados.

—¢— Filo
- Ordem —4— Espécie
50% - - 15%

40% -

- 10%

30% -

20% -

- 5%

10% |

Porcentagem do total de dados
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0% - - 0%
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Classes de valores SOV

Figura 12: Distribui¢do em classes distintas de valores SOV obtidos em trés niveis taxondmicos em
razdo do total de dados. Filo e ordem referentes ao eixo Y esquerdo e espécie ao eixo Y direito.
Dados referentes aos grupos de homoélogos formados para proteinas da via de desenvolvimento pré-

embrionario humano.
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6.1.6. Contribuicao de genomas nao completos e componentes

SeedServer

A porcentagem de proteinas advindas de genomas com diferentes niveis de

sequenciamento foi aferida para quatro estudos apresentados nesse trabalho. A

Figura 13 revela que a participacdo de genomas ainda em processo de montagem, ou

mesmo ainda sem um projeto de sequenciamento estabelecido, prevalece com mais

de 50% do total de proteinas recrutadas nos grupos de homélogos. Adicionalmente,

a Figura 14 resume o papel exclusivo de cada componente SeedServer

(SeedLinkage, KO e UEKO) onde é possivel constatar a predominancia da porcao

UEKO em todos os casos. Evidentemente cada situacdo dependera do tipo de estudo

e da qualidade da anotag¢do em grupos KO, mas como dispomos de casos diferentes,

podemos apreciar as variacoes.

aaRSs

Biotina sintase

14%

s

43%

43%

Aspartato mutase

15%

33%

52%

Desenvolviento pré-embrionario

25% 26%

49%

Legenda
O Genoma Completo
[ Genoma em montagem

O Genoma incompleto
ou sem projeto

Figura 13: Participacio de proteinas provenientes de genomas com diferentes niveis de

sequenciamento. aaRS: todas aminoacil-tRNA sintetases estudadas.
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35%

14%

63% 65%

Biotina sintase Desenvolvimento pré-embrionario

0%

24%
34%
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66%

Figura 14: Participacdo de proteinas provenientes das diferentes por¢des do recrutamento

SeedServer. aaRS: todas aminoacil-tRNA sintetases estudadas.

6.1.7. SeedServer em interface web

Para facilitar e incentivar a utilizagcdo do SeedServer foi criada uma interface
web [http://pinguim.fmrp.usp.br/cenabid/form_SS.html] de facil manuseio onde &
necessario apenas o cadastramento do usudrio sem a necessidade de senha e escolha
de alguns pardmetros, sendo que assim que processados os resultados podem ser
visualizados a qualquer momento.

Cada processo criado gera um identificador numérico tinico e uma pagina de
consulta é disponibilizada para cada usudrio informando a lista completa de Seeds
respectivamente utilizadas, de forma a manter um histérico dos estudos ja
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realizados. Para auxiliar novos usudrios foi criado um guia passo a passo completo,
perfazendo todas as etapas do recrutamento SeedServer e ajuda na interpretacdo dos

dados obtidos (Figura 15).

&

BIOINFORMATICA TTFRG

Welcome to SeedServer

Please fill the form below in order to start your job
1 2 3 4 5

Create Login ~ Chex

Seed Server is a Web application designed to provide putative orthologs to seed sequences. The major
advantage of Seed Server is to circumwent the requirement of complete genomes to group putative orthologs.
In order to improve performance, SeedServer only uses complete UniProt entries (not fragments). The task
relies on three basics: (i) use of that clusters cognate proteins among distinct
proteomes derived from multiple links to a single seed sequence; (i) assignment to a group
enriched with UniRef50 members and subsequent recruitment of the conveyed orthologs; (iii) creation of
superised PSSM matrices using the clustered proteins aiming recruitment validation. Additional filtering
includes clade selection and evaluation of secondary structure overlap amongst seed and recruited
sequences alignments.

Seeds Seedlinkage parameter R Seedlinkage parameter C

(UniProt_AC Ex:
(20 o]

Seeds list {(One per line)

SeedLinkage parameter S
(0 (]

SeedLinkage evalue cutoff

(=0 1. ]

SeedLinkage parameter L
(03 [ ]

PSI-BLAST self-score cutoff
(07 [

Taxonomic Information
(Must include seed's clade)

All Eukaryotes
Metazoa
] Acanthocephala
M Annelida

Devalopad by Rafael Guedes B i
Qruastions pla: znd to rafaslmevedes Guifme br B Brachiopoda
UniProtKB version: 2012/02 M Bryozoa
Web page better viewsd with Goezgls chrome

M chaetoanatha

Figura 15: Pédgina web principal desenvolvida para disponibilizacio do SeedServer. Atalhos
representados por nimeros em vermelho na Figura - 1: Pagina principal para escolha dos parametros,
como Seed(s), parametros Seed Linkage, grupo taxondmico e validacdo PSI-BLAST; 2: Pagina para
obtencdo e visualizacdo dos resultados; 3: Cadastramento de novos usudrios; 4: Obtencdo do

histérico de projetos por usudrio; 5: Guia de ajuda.
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De posse de um determinado identificador numérico que identifica o processo o
usudrio efetua a consulta dos resultados SeedServer visualizados em forma de tabela
(Figura 16).

Nesse momento € possivel consultar dados referentes ao recrutamento para as
sequéncias PSI-validadas como a categoria que a proteina pertence (Seed Linkage,
KO e UEKO), numero de residuos de aminodcidos, identificador numérico
taxondmico interligado a base Taxonomy do NCBI, informagdo de se a proteina é
SwissProt ou TrEMBL, valores de E-value usados na validagao PSI-BLAST, maior
SOV obtido com a(s) Seed(s) e finalmente a descricdo da sequéncia FASTA
disponivel pelo UniProtKB.

Esta pédgina também oferece servicos adicionais, como disponibilizagdo para
descarregamento dos dados referentes ao agrupamento, obtencao detalhada do LCA,
sequéncias em formato FASTA e, por fim, um relatério taxondmico completo. E
importante antecipar que a determinacio detalhada do LCA € realizada por uma
requisi¢do remota feita a outro servidor, que contém toda a tabela taxondmica em
memoria e, portanto pode retornar a informacdo precisa do clado mais recente que
retine todos os identificadores taxondmicos dos homdélogos agrupados. No relatério
taxondmico € utilizada uma tabela com somente os clados de Lineu, portanto

algumas informagdes de LCA sdo referentes ao clado de Lineu mais préximo.
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Thank You for using SeedServer !
\ab. de BioDadg

X

BIOINFORMATICA UFMG

Home Retrieve Results Create Login Check PID

Download results 1

Cluster 1 for PID: 478

Click below to get Lowest Common Ancestor for cluster 1:
2

Click below to get FASTA file for cluster 1:

(GetFasTa) 3

Click below to get Taxonomy Report for cluster 1:

Get Taxonomy Report] £}

UniProt AC SL Category KO category Size TXID SwissProt PSHEvalue SOV Phylum Description
Q38946 Seed KO 411 3702 1] 1.000 Streptophyta DHEZ_ARATH Glutamate dehydrogenase 2
D7MOIZ Seed LUEKO 411 81972 1] 1.000 Streptophyta D7MOIS_ARALL Glutamate dehydrogenase
Q94IAS SL UEKO 411 3708 1] 0.958 Streptophyta Q%4IA5_BRANA Glutamate dehydrogenase
BI9RA1Z SL KO 411 3988 0 0,931  Streptophyta B%RA12_RICCO Glutamate dehydrogenase
ESICES SL KO 411 3694 0 0.962 Streptophyta B%ICES_POPTR Glutamate dehydrogenase
PO0O3&T - KO 558 %606 1] 0.670 Chordata DHE3_HUMAN Glutamate dehydrogenase 1
P49448 - KO 558 9606 0 0.707 Chordata DHE4_HUMAN Glutamate dehydrogenase 2
Qe4HZ8 - KO 558 9598 o 0.705 Chordata DHE4_PANTR Glutamate dehydrogenase 2
P26443 - KO 558 10090 1] 0.712 Chordata DHE3_MOUSE Glutamate dehydrogenase 1

Figura 16: Pigina web para visualizacdo dos resultados SeedServer. Atalhos representados por
nimeros em vermelho na Figura - 1: Boto para obten¢@o de um arquivo tabulado contendo todos os
dados do(s) agrupamento(s) formado(s); 2: Botdo para obtencdo detalhada do LCA; 3: Bot@o para
obtengdo das sequéncias em formato FASTA; 4: Botdo para geragdo de relatério detalhado de

taxonomia e presen¢a/auséncia de proteinas em grupos taxondmicos relacionados ao LCA.

O relatério detalhado oferece dados taxondomicos do LCA obtido, mesmo que ele
ndo tenha uma classifica¢@o estabelecida na taxonomia de Lineu, assim como dados
do grupo taxondmico de Lineu mais préximo. Os dados taxondmicos sao:
identificador numérico, nome e nivel do grupo. O texto do resultado € apropriado

para ser utilizado por programas.
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O relatério taxondmico foi dividido em trés partes, a saber: 1- Relatério das
linhagens taxondmicas: oferece para cada proteina uma lista completa com os
nomes disponiveis para os principais niveis taxondmicos, desde super-reino até
espécie; 2- Relatério de contagem dos tdxons: oferece uma contagem dos tidxons
presentes em cada um dos niveis taxondmicos; 3- Relatério para presenga/auséncia
das proteinas em estudo em genomas pertencentes aos grupos taxondmicos
relacionados ao LCA, com suporte da presenga ou ndo de genomas completos nos
respectivos grupos, sendo subdivido em: 3A- Mesmo nivel taxondomico do LCA
(grupos irmdos do LCA) e 3B- Um nivel mais folha ao LCA (grupos filhos do
LCA). A Figura 17 retrata um exemplo.

O fato de uma proteina ndo ter sido encontrada em um determinado tdxon pode
se justificar simplesmente pelo fato da falta de amostragem, dessa forma, evidenciar
a presenga de genomas completos em grupos irmaos do LCA ou grupos filhos, ajuda
na inferéncia correta da origem do gene, bem como na deducdo de quais grupos
filhos do LCA herdaram o mesmo.

Para exemplificar a usabilidade desse relatério, um estudo do nosso grupo ainda
em desenvolvimento, ji mencionado na secdo 6.1.5, referente & via de proteinas
envolvidas em resisténcia a seca de plantas, teve todos seus grupos de homélogos
inspecionados. Um quadro completo retratando a aus€ncia de proteinas a partir de
determinados grupos taxondmicos, com suporte de genomas completos, estd
mostrado na Figura 18. Os genes representados por circulos estdo presentes em A.
thaliana e ausentes no grupo irmao indicado, enquanto por retdngulo, ausentes em
todos os irmdos da linhagem de A. thaliana. Por exemplo, ABA2 ndo ocorre

somente em archaea, mesmo com 122 genomas completos.
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Um estudo ainda mais abrangente abordando delecdes deduzidas dos grupos de

homélogos serd mostrado ao longo da préxima se¢ao.
Same LCA Level Taxonomic Report for cluster 1:

LCA METAZOA AT THE KINGDOM LEVEL:

Rank Mame Complete Genomes Assembly Genomes Incomplete/Unfinished Genomes Mo status Genomes

Viridiplantae 0/4 o7 073 07118051
Metazoa 34 42137 &/13s 257267034
Fungi 0/14 07180 07153 0/69259

One LCA Level Down Taxonomic Report for cluster 1:

GENES FOUND BY SEEDSERVER AT THE PHYLUM LEVEL:

Rank Mame Complete Genomes Assemnbly Genomes Incomplete/Unfinished Genomes Mo status Genomes

Pacozoa 0/0 11 0/0 0/94

Cnidaria 0/0 1/3 0/3 0/4750
Hematoda 11 1518 0r14 0/5120
Arthropoda 0/0 17748 0740 17168585

Chordata 2/3 21562 Bre3 24759332

GEMES MOT FOUND BY SEEDSERVER AT THE PHYLUM LEVEL:

Rank Mame  Complete Genomes Assembly Genomes Incomplete/Unfinished Genomes Mo status Genomes

Parifera 0/0 on 0/0 0/1454
Ctenophora 0/0 or 0/1 0/81
Platyhelminthes 0/0 on 0/4 0/4992

Hemertea 0/0 om 050 07443
Sipuncula 00 o 050 097

Mollusca 0/0 on 0/4 0/ 14464
Brachiopoda 0/0 or 050 0/218
Bryozoa 0/0 or 0/0 0/442
Prianadida nmn o nmM nrMs

Figura 17: Piagina web contendo relatério da presenca/auséncia das protefnas em grupos
taxondmicos no mesmo nivel e um nivel inferior ao LCA (filo Metazoa) que é mostrada com suporte
da existéncia do total de genomas: completamente seqiienciados, em processo de montagem,
incompletos ou sem projeto. Azul escuro: tdxon onde proteina foi encontrada; Azul claro: tdxon onde

a proteina ndo foi encontrada. LCA: Lowest Common Ancestor.
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Figura 18: Auséncia de proteinas envolvidas na resisténcia a seca em plantas em diversos grupos
taxondmicos. Protefnas representadas por: Retangulos - estdo ausentes em grupos taxondmicos de
mesmo nivel; Circulos — estdo ausentes somente no respectivo grupo. Grupo taxondmico
representados em: Cinza — possui genoma completo; Branco: possui genoma em montagem. Total de
genomas completos ou em montagem mostrados entre parénteses. Grupos que possuem somente
genomas incompletos ndo foram representados. Setas continuas: taxonomia do organismo de
referéncia Arabidopsis thaliana. Setas pontilhadas: taxonomia dos outros grupos representados.

Niveis taxondmicos ndo intitulados ndo possuem classificac@o estabelecida (ex: Embryophyta).
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6.2.SeedServer e o estudo da extin¢ao de vias metabdlicas

6.2.1. Aminoacidos essenciais

Grupos de homoélogos foram criados para enzimas das vias biossintéticas dos
aminodcidos essenciais (AEs) em humanos, através da metodologia SeedServer,
tendo como objetivo o estudo de eventos de dele¢des génicas. Para isso, foram
utilizadas como Seeds enzimas de organismos sabidamente autotréficos, ou seja,
capazes de sintetiza-los por vias de novo. Serina (S) e glicina (G), aminodcidos nio-
essenciais, estdo presentes como controle. Como a busca retine organismos de
diversos niveis taxondmicos, que possuem ou hdo genomas completamente
seqiienciados, os dados foram representados em nivel de filo da seguinte forma,
como visto na Figura 19: (a) circulos pretos para filos que possuem ao menos um
genoma completo; (b) circulos cinza para filos que contem no maximo genomas em
montagem, ou seja, sem genomas completos e (c) circulos vazios para filos com
apenas genomas sem projeto de sequenciamento. No intuito de detectar e incluir nas
andlises proteinas modeladas incorretamente e sequéncias parciais, foi incluida uma
busca BLAST adicional utilizando-se também as sequéncias marcadas como
Jfragment na base UniProtKB (ver métodos, secdo 5.2.2) e os alinhamentos com
qualquer membro do grupo formado com cobertura acima de 50%, sendo esses
dados representados por tridngulos para todos os filos (mesmo cédigo de cor que
dos circulos). Essa busca foi importante para investigar a ocorréncia das enzimas em
esponja, pois o genoma disponivel era recente e as sequéncias ndo estavam no
UniProtKB.

As enzimas estdo dispostas em ordem seqiiencial anabdlica da esquerda para

direita, sendo que algumas vias estdo representadas por vias alternativas, indicadas
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por nimeros, como a via da serina S(1): a partir de 3P-D-glicerato e S(2): a partir de
piruvato.

Como esperado, as vias dos aminodcidos ndo-essenciais serina e glicina foram
tidas como potencialmente presentes em diversos filos de eucariotos, com algumas
excegdes, a saber: (i) a via de serina esta ausente em Rhodophyta apesar do genoma
completo de Cyanidioschyzon merolae estar presente, no entanto todas as vias
estudadas mostraram-se incompletas nesse grupo. A busca adicional BLAST e
inspe¢des manuais corroboram esse dado, mesmo tendo sido encontrado uma
proteina parcial na via G1 de glicina; (ii) A biossintese de serina parece ser ausente
em Apicomplexa, um grupo que contém dois genomas completos de Plasmodium,
sem as enzimas S1 e S4, similarmente a Rhodophyta os outros aminodcidos também
se mostraram como AEs; (iii) Considerando os animais metazoarios, falhamos em
comprovar a ndo essencialidade de glicina para Mollusca, porém ainda ndo ha
genomas completos nesse grupo; (iv) Para Microsporidia, fungos intracelulares
obrigatdrios tendo E. cuniculi com genoma completo, foi comprovada a auséncia
quase total dos genes de biossintese de aminodcido [46], sendo, portanto serina e
glicina também AEFs.

A Figura 19 mostra claramente as vias completas para fungos (Ascomycota e
Basidiomycota) e plantas (Chlorophyta e Streptophyta). Nesse estudo, tentamos
demonstrar quando e como uma provdvel Grande Delecdo Gendmica (GDG)
ocorreu, ou seja, como se deu a perda de diversas enzimas responsdveis pela sintese
dos aminodcidos, em diversos filos eucaridticos. As evidéncias mostram que ja antes
da origem dos metazodrios (Choanozoa), a perda simultinea da capacidade de
sintese dos nove AEs jd se encontrava estabelecida. A esse fendmeno inicial, se

seguem diversas perdas secunddrias e independentes, fato evidenciado pela presenga
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de K14, M4 e M9 em Chordata e auséncia delas em Arthropoda. Curiosamente,
enzimas como VIL1 e M7 sdo mantidas em diversos grupos de metazodrios apesar
das respectivas vias estarem incompletas, o que pode ser explicado pela participacio
em vias secunddrias. Particularmente, essas enzimas sdo muito importantes no
catabolismo dos respectivos aminoécidos, e isso pode ser importante a luz da
heterotrofia para nitrogénio, discutida adiante.

De fato, a GDG ocorre também em grupos ndo metazodrios. Diferentes filos
contendo genomas completos como Rhodophyta, Euglenozoa e Apicomplexa
mostram padrdoes semelhantes ao fenétipo de essencialidade. Além disso, ha
evidéncias de vias incompletas para os fungos Microsporidia e
Neocallimastigomycota, o que demonstra que a GDG ocorreu em eventos separados
em pelo menos outros trés grupos taxonomicamente separados, no ancestral comum
a Chromalveolates e Excavates, no grupo Fungi-Metazoa e nas plantas
Archaeplastida.

Similarmente a Choanozoa, grupos como Heterokontophyta e Rhizaria
apresentam vdrias enzimas e até algumas vias completas. Em Heterokontophyta,
somente a via de histidina (H) ndo estd completa enquanto para Rhizaria, valina (V),
isoleucina (1), lisina (K) e treonina (T) sdo vias potencialmente completas. O mesmo
ocorre para metionina (M) em Euglenozoa e Amoebozoa. No entanto, quando mais
genomas completos estiverem disponiveis, € possivel que outras vias sejam revistas
como completas em alguns grupos.

A perda secunddria e gradual de genes parece ja ter se estabilizado partir de
Placozoa, Porifera e Cnidaria.

Como o primeiro genoma de Porifera ainda € um projeto em andamento e suas

proteinas ndo se encontravam disponiveis no UniProtKB, inspecionamos
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manualmente o proteoma deduzido usando alinhamentos BLAST filtrados, sendo
observado o mesmo quadro de essencialidade para os nove aminodcidos.
E importante observar que grupos sem nenhuma proteina amostrada ndo foram

representados, como Apusozoa e Jakobida.
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Figura 19: Representacdo esquemadtica para presenca/auséncia das enzimas biossintéticas dos nove
aminodcidos essenciais e dos ndo essenciais serina e glicina. Cédigo de uma letra utilizado para
representar os aminodcidos, sendo H:histidina, F:fenilalanina, W:triptofano, V:valina, Lisoleucina,
L:leucina, K:lisina, M:metionina, T:treonina, S:serina, G:glicina. Arvore taxondmica eucariética
amostrada em nivel de filos. Circulos representam deteccdo pela metodologia SeedServer e
tridngulos pela busca BLAST adicional incluindo proteinas parciais. Preto: presenca de a0 menos um
genoma completo; Cinza: presenca de genomas em montagem mas ndo completos; Brancos: sem
genomas completos ou em montagem. Saccharomyces cerevisiae (Ascomycota) e Arabidopsis
thaliana (Streptophyta) foram usadas como Seeds. As 4 aminotransferases da via de fenilalanina sdo:
(i) aspartato aminotransferase (ii) histidinol-fosfato aminotransferase (iii) aminotransferase de
aminoacido aromatico (iv) tirosina aminotransferase. As 4 metiltransferases na via de metionina sio:
(i) 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato--homocisteina  metiltransferase (i) homocisteina S-
metiltransferase (iii) betaina-homocisteina metiltransferase (iv) 5-metiltetrahidrofolato--homocisteina
metiltransferase. As 3 transaminases na via de glicina sdo: alanina-glioxilato transaminase, serina-

glioxilato transaminase e serina-piruvato transaminase.

6.2.2. Via biossintética de lisina

A via biossintética de lisina (K) é sabidamente distinta em plantas, fungos e
archaeas. Nos fungos, estd presente a via K(1) do a-aminoadipato [47] em oposicao
a K(2) do diaminopimalato, presente em plantas, algas e bactérias [48, 49]. Na
Figura 20 inspecionamos o cendrio completo da sintese de lisina apresentada na
Figura 19, incluindo procariotos e uma terceira via K(3), comumente presente em
archaeas, mas também encontrada completa em grupos bacterianos [50]. Por isso,
Seeds de Pyrococcus horikoshii foram também usadas nessas andlises.

Curiosamente, Chlamydiae parece representar um exemplo de essencialidade
também entre procariotos uma vez que K14 se encontra ausente, genomas completos
estio presentes e nio se conhece enzima alternativa para essa reacio. E possivel

observar também auséncia de K12 em outros grupos bacterianos de genomas
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completos (Acidobacteria, Chlorobi, Deferribacteres, Deinococcus-Thermus,
Fusobacteria, Chlamydiae, Synergistetes, Tenericutes € Thermotogae), no entanto
existem vias alternativas a essa enzima, que ndo foram abordadas nesse estudo, o
que impossibilita inferir essencialidade.

A via K(3), como esperado, estdi completa em grupos de archaeas como
Crenarchaeota e Euryarcheota, assim como nos grupos bacterianos Chloroflexi e
Proteobacteria, sendo que possivelmente também em Actinobacteria e
Bacteroidetes.

As primeiras quatro enzimas dessa via sdo coincidentes com K(1) - indicado por
uma faixa cinza na Figura 20. A via K(1) estd completa em Proteobacteria, fungos e
possivelmente também em Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes, como
evidenciado pela busca adicional BLAST por fragmentos (tridngulos na Figura 20).

Grupos eucaridticos como Rhizaria e Heterokontophyta mantiveram a via K(2)
provavelmente presente no ancestral dos organismos vivos, uma vez que a mesma se
mostrou completa também em grupos de plantas, algas, bactérias e archaeas.

Em resumo, uma via presente em archaeas e em algumas bactérias (a direita na
Figura 20), possivelmente da origem a via de Lisina de fungos, pois as enzimas K1 a

K4 sao compartilhadas, enquanto a via anabdlica de plantas € diferente (via central).
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Figura 20: Representacdo esquemadtica para presenca/auséncia das enzimas de biossintese de lisina.
K(1) representa a via de fungos (a-aminoadipato); K(2) a via de bactérias, algas e plantas
(diaminopimelato); K(3) via de archaea, variante da via de a-aminoadipato. Arvore taxondmica
amostrada em nivel de filos. Circulos, tridngulos e cores como explicados na Figura 19.
Saccharomyces cerevisiae (Ascomycota), Arabidopsis thaliana (Streptophyta) e Pyrococcus

horikoshii (Euryarchaeota) foram usados como Seeds.

6.2.3. Auxotrofia para nitrogénio

O consumo de aminodcidos € uma importante rota de assimilacdo de nitrogénio
em outros compostos organicos para organismos heterotréficos como os cordados.
A assimilagdo do amdnio livre em eucariotos ocorre no citoplasma catalisado pela
glutamato desidrogenase (EC:1.4.1.4) que incorpora o amodnio em alfa-cetoglutarato
gerando glutamato, usando elétrons do NADPH reduzido. Duas isoformas
(denominadas assimilativas a partir daqui) dessa enzima estdo presentes em fungos e
uma em plantas, sendo que essas também possuem a opg¢do de fixar nitrogénio com
ajuda de bactérias nitrificantes.

A reacdo oposta é conduzida por outra isoforma mitocondrial da glutamato
desidrogenase (EC:1.4.1.2) que carrega elétrons na coenzima NAD+ retirados do
glutamato, causando sua decomposicdo e liberacdo de amdnio.

Portanto, para investigar se a GDG das vias biossintéticas de AEs co-ocorreram
com a perda da capacidade de assimilacdo de nitrogé€nio, criamos grupos de
homologos a partir das isoformas assimilativas de fungos, Saccharomyces cerevisiae
(GDH1 e GDH3) e, como controle, as isoformas mitocondriais (GDH?2) catabdlicas.
Proteinas de Arabidopsis thaliana também foram usadas como Seeds: uma

conhecida como GDH putativa que agrupou com as assimilativas de fungos e trés
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catabdlicas, que agruparam com as mitocondriais humanas GLUDI e ndao com
GDH?2 de fungos.

Os resultados estdo na Figura 21A. A coluna da esquerda representa as
isoformas assimilativas de fungos e plantas. As isoformas catabdlicas mitocondriais
de fungos (coluna central) e de plantas (coluna da direita) formaram grupos
independentes.

Enzimas assimilativas foram encontradas em Cnidaria, grupo basal de
metazodrios, sendo todos os outros metazoarios dependentes do consumo de
aminodcidos para obtencdo de nitrogénio e formacdo de compostos nitrogenados
como DNA, incluindo até mesmo os poriferos. Apesar de fraca evidéncia devido a
auséncia de genomas completos, a assimilagdo também parece estar ausente em
Choanozoa e Placozoa.

Comparando esses resultados aos da Figura 19, é notavel que Choanozoa, tendo
ainda tantas enzimas de biossintese de aminodcidos, ndo seja capaz de assimilar
nitrogénio. Aparentemente, a GDG se estabilizou em Cnidaria, sendo esse o ultimo
grupo metazodrio com capacidade de assimilagéo.

A reteng@o de algumas enzimas mesmo quando a via se encontra incompleta,
como j4 discutido, ocorre provavelmente por conexdes em metabolismos
secunddrios, como por exemplo: EC:1.2.1.31 aminoadipato-semialdeido
desidrogenase K5 e EC:1.5.1.7 sacaropina desidrogenase K7, participam da via de
degradacio da lisina. A luz da dependéncia de nitrogénio que também se estabelece,
€ mais bem entendida a pressdo seletiva para manutencdo de algumas reacdes do
catabolismo de AE.

Curiosamente, GLUDI de mamiferos possui um controle alostérico especifico

[51] que provavelmente regula a enzima para catalisar a reacdo no sentido de oxidar
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o glutamato. Tal controle foi primeiramente observado em Ciliophora [52] cujo
dominio responsdvel parece ter sido transferido por transferéncia génica lateral a
algum metazodrio ancestral [53].

A Figura 21-B apresenta uma drvore filogenética com enzimas eucaridticas que
sustentam o agrupamento separado dessas isoformas.

Outros grupos eucariticos ndo metazodrios como Alveolata, Apicomplexa e
Euglenozoa possuem AEs (Figura 19), mas perderam a assimilacdo de nitrogénio
(Figura 21-A) enquanto Fornicata e Parabasalia parecem ter mantido essa
capacidade. Sem a detec¢do de nenhuma isoforma de glutamato desidrogenase se
encontra  Rhizaria (circulos cinza). Em Rhodophyta (circulos pretos)
surpreendentemente nenhuma isoforma catabdlica foi detectada.

Essas andlises também foram conduzidas em procariotos. Formas assimilativas
ndo foram detectadas em Agquificae, Chlamydiae e Synergistetes, todos contendo
genomas completos. Essa auséncia € condizente com a auxotrofia indicada por
Chlamydiae na Figura 20 e d4 suporte a idéia de que esse quadro pode ocorrer
também em grupos procaridticos.

De uma forma geral, os dados mostram uma tendéncia a auxotrofia de nitrogénio
sucedendo-se logo apds o surgimento da essencialidade dos aminoédcidos em

metazodrios, sendo Cnidaria uma excecao.
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Figura 21: Representacdo esquemdtica para presenca/auséncia de glutamato desidrogenases. A:
Coluna da esquerda: isoformas assimilativas GDHI e GDH3 de Saccharomyces cerevisiae ¢ GDH
putativa de Arabidopsis thaliana; Coluna central: isoforma catabdlica GDH2 de Saccharomyces
cerevisiae; Coluna da direita: isoformas catabdlicas de Arabidopsis thaliana. Arvore taxondmica
mostrada em nivel de filo. Circulos, tridngulos e cores como na Figura 19. Saccharomyces cerevisiae
(Ascomycota) e Arabidopsis thaliana (Streptophyta) foram usadas como Seeds. B: Arvore
filogenética com sequéncias eucaridticas das isoformas de glutamato desidrogenase. Ramos verdes:

EC:1.4.1.4; Ramos vermelhos: EC:1.4.1.2; Ramos azuis: EC:1.4.1.3.
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6.2.4. Enzimas remanescentes nas vias de AEs

Um estudo complementar com algumas enzimas remanescentes nas vias
biossintéticas dos AEs (Figura 19) foi realizado para verificar se elas sio mais
susceptiveis a mutagdes quando comparadas a enzimas de vias funcionais. Também
é possivel que uma sub-funcionalizacio de pardlogos tenha ocorrido em um
ancestral comum de plantas, fungos e animais sendo que uma cdpia divergente foi
mantida em detrimento da original. Considerando ambas as hipdteses acima,
comparamos filogeneticamente enzimas de aminodcidos essenciais e ndo essenciais
que estivessem presentes em metazoarios.

A Figura 22-A mostra uma arvore filogenética de acetolactato sintase (VILI,
Figura 19) e um grupo de alanina-glioxilato, serina-glioxilato e serina-piruvato
transaminases (G1, Figura 22-B). Recordando, VIL1 é remanescente da biossintese
de AEs, enquanto G1 pertence a uma via completa em animais. Como esperado, a
distancia entre os ancestrais dos dois grupos prototroficos, Streptophyta (circulos
verdes) e fungos (circulos amarelos) varia pouco: 0.4 e 0.7 para VIL1 e Gl
respectivamente. A distancia do ancestral de planta para o ancestral de Metazoa
(circulos vermelhos) é relativamente maior na enzima remanescente VIL1: 1.0
(quando comparando com 0.4 representa aumento de 2,5 vezes) do que para G1: 0.7
(quando comparado com 0.7 ndo representa aumento). Portanto, essas enzimas
presentes em vias incompletas parecem estar sofrendo maiores divergéncias
evolutivas desde o surgimento da auxotrofia.

Para dar maior suporte a essa observacdo, a Figura 23 mostra razdes de
distancia, mostradas no eixo Y esquerdo, calculadas entre os ancestrais para 12

enzimas.
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O eixo Y direito corresponde a distincia medida do ancestral de planta
(Streptophyta) ao ancestral de fungo (Dikarya). Essa distincia foi utilizada para
normalizar as outras medidas de distancia tomadas “De” (plantas: barras verdes,

fungos: barras amarelas) ‘“Para” outros grupos indicados no eixo X.
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Figura 22: Arvores filogenéticas de A: acetolactato sintase (VIL1) enzima da via dos AEs valina,
isoleucina e leucina e B: um grupo de alanina-glioxilato, serina-glioxilato e serina-piruvato
transaminases (G1), enzimas da via de biossintese de glicina, aminoacido ndo essencial. Circulo
vermelho: ancestral comum de metazodrios; Circulo amarelo: ancestral comum de fungos; Circulo
verde: ancestral de plantas Streptophyta. Em A: distancia do circulo verde ao amarelo e vermelho sdao

rescpectivamente 0.4 € 0.1. Em B: esses valores sdo respectivamente 0.7 € 0.7.

As enzimas S1, G1 e G2, pertencentes a vias de aminoacidos ndo essenciais,
possuem razdes baixas. Para as enzimas H5, FW7, F§, VIL1, VIL3, MT3 e M7 as
razdes mostradas pelas barras sdo alternativamente mais altas, chegando ao valor 7.
A via M(2) estd incompleta para Basidiomycota, porém MT3 estd presente na via de
treonina, que se encontra completa. Esses dados preliminares sugerem que
modificagdes evolutivas ocorreram em diferentes niveis nas enzimas remanescentes
de AEs.

K6 e K10 estdo envolvidas em vias incompletas, respectivamente, de plantas e
fungos. Correspondentemente, a distdncia medida de planta a fungo € alta, assim
como a variagdo medida entre planta e Chordata (K6) e Arthropoda (K10),
apresentando, portanto razdes baixas. Como os ancestrais de fungos e plantas
parecem igualmente distantes desses dois grupos e a divergéncia entre plantas e o
grupo Fungi/Metazoa tende a uma trifurcag@o (ver Figura 22) as barras amarelas sdo
similares as barras verdes, independentemente de quanta variagio tenha ocorrido nas
sequéncias do grupo animal.

Adicionalmente, uma andlise cuidadosa das arvores filogenéticas parece indicar
que uma sub-funcionaliza¢do de pardlogos ocorreu em grupos basais como dos
fungos e as copias divergentes permaneceram nos grupos atuais de animais (Figuras

suplementares disponiveis em [http://www.biodados.icb.ufmg.br/AEs/]).
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E possivel observar a presenca de pardlogos divergentes (out-parilogos) de
Streptophyta e Ascomycota agrupados com sequéncias animais com bootstrap de
100% (Figura 22A). Similarmente, pardlogos divergentes de Dikarya agrupam com
sequéncias animais com boostrap de 98% para enzima M7 (Figura Suplementar 1) e
para enzima K10 a ocorréncia € entre sequéncias de Streptophyta e fungos, com

bootstrap de 92% (Figura Suplementar 2).
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Figura 23: Distancias relativas de enzimas das vias de aminodcidos essenciais e nio essenciais de
metazodrios para homélogos presentes em fungos e plantas. Cédigos para as enzimas sdo 0S mesmos
para a Figura 19. No eixo Y direito, a distancia entre o grupo Streptophyta de plantas e Dikarya de
fungos foi utilizada para normalizagdo e representada por tridngulos. A distancia “De” Streptophyta
(barras verdes) e Dikarya (barras amarelas) ‘“Para” grupos metazodrio indicados no eixo X foi
normalizada pela distancia Streptophyta/Dikarya gerando a razio representada pelas barras no eixo Y
esquerdo. S1, Gl e S2 sdo de vias de aminodcidos ndo essenciais. K6 e K10 sdo pertencentes a vias
ndo completas em respectivamente Streptophyta e Dikarya. Abreviagdes: Art, Arthropoda; Cho,

Choanozoa; Cni, Cnidaria; Nem, Nematoda; Pla, Placozoa.
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Portanto, as enzimas remanescentes das vias de AEs mostram maiores

divergéncias e isso pode ter ocorrido por neo-funcionalizagdes em grupos ancestrais.

6.3.Propagacio de termos de ontologia funcional baseada em

matrizes UniRef50

A propagacdo de informacdo de uma Seed para o grupo UniRef50 ao qual ela
pertence ndo € feita sem um filtro de alinhamento dela com os membros do
UniRef50 e avaliagdo da cobertura da Seed representada pelo alinhamento.
Imaginamos um cendrio onde matrizes de comparacdo par a par intra UniRef50
permitiriam o enriquecimento de qualquer base de dados, de maneira idéntica ao que
¢ feito no UEKO e também no protocolo UE-Seed. Enquanto nao disponibilizamos
de suporte apropriado em supercomputadores, a producdo dessas matrizes para
todos os grupos UniRef50 permanece como uma meta. Todavia, conseguimos
programar a criacdo dessas matrizes para todos os grupos UniRef50 de um conjunto
restrito de organismos. Escolhemos para isso 0s organismos atualmente constituintes
da base PANTHER. Para reduzir o custo computacional, um procedimento simples
selecionou somente grupos UniRef50 que contém sequéncias de pelo menos um
desses organismos e conduzimos alinhamentos com BLAST de todas contra todas,
guardando as coberturas em matrizes.

Um total de 362.576 matrizes foram produzidas contendo 2.855.817 proteinas de
645 organismos, uma vez que outras sequéncias presentes em um determinado
UniRef50 que ndo sejam de uma dos 82 organismos PANTHER também sdo
consideradas. Essas matrizes sdo utilizadas em uma ferramenta que desenvolvemos
visando propagar os termos GO (de ontologia génica) associados a uma sequéncia

para aquelas que satisfazem um limiar de cobertura desejado, 80% por exemplo.
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Como aquelas relagdes que passam pelo filtro sdo consideradas fortes, tanto termos
de uma protefna podem ser propagados para aquelas do grupo UniRef50 que passam
pelo filtro, como podem também ser adquiridos delas. Essa aplicag@o visa remediar
o fato de que termos GO sdo frequentemente atribuidos a uma lista de genes de um
organismo, por especialistas nele, e nem sempre os termos atribuidos a um gene sio
propagados para possiveis homdlogos. Assim, alguns organismos tém ontologias
bem especificadas, com vdrios niveis, enquanto a proteina ort6loga ou ndo tem
anotacdo alguma, ou tem termos GO mais genéricos associados a ela.

Analisando as relacdes estabelecidas nas matrizes sob diferentes limiares de
cobertura, 100%, 80% e 50%, houve aumento da porcentagem de proteinas com
termos GO associados para quase todos os organismos PANTHER, sendo entre 0%
e 19% no limite de cobertura de 100% e de 0% até 23% com cobertura de 50%
(Figura 24-A). Canis familiaris apresentou o maior ganho, provavelmente pela
proximidade filogenética de organismos modelo mamiferos enquanto
Schizosaccharomyces pombe, por ja estar bem anotado em relacdo aos seus
organismos mais proximos, ndo apresentou nenhum ganho significativo.

Ainda que a melhora na quantidade de termos tenha sido baixo para muitas
espécies (mesmo considerando o cumulativo dos trés niveis de recobrimento U-
MAGE analisados), o0 mesmo ndo se aplica a qualidade da informacdo funcional
propagada. Uma vez que a estruturagdo do termo ontolégico é hierdrquica, quanto
mais “folha”, mais detalhada estd uma determinada funcdo e em contrapartida,
quanto mais “raiz”’, mais generalizada. Dessa forma, foi amostrada a porcentagem
de termos GO que foram mais especificados apds o uso da ferramenta U-MAGE
(Figura 24-B), sendo que essa representatividade foi de até 54% em Pan troglodytes

para 100% de cobertura.
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Enriquecimento quantitativo e qualitativo da propagacdo U-MAGE para 82 organismos

Figura 24

Enriquecimento adicional cumulativo por organismo de termos

da base de dados PANTHER. A

Enriquecimento adicional

B

Gene Ontology associados a protefnas presentes em matrizes.

cumulativo por organismo de termos Gene Ontology mais especificos associados a proteinas

presentes em matrizes.
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Esse efeito é ainda maior se o limiar de cobertura escolhido for menor. E importante
notar que se a proteina ndo participa de nenhum grupo UniRef50, ndo participa das

matrizes e ndo recebe propagacdo de termos GO.

6.3.1. U-MAGE em interface web

Novamente, uma interface web [http://pinguim.fmrp.usp.br/u-mage/form_u-
mage.html] foi desenvolvida para facilitar e incentivar o uso da ferramenta. Nao é
necessdrio o cadastramento de usudrios uma vez que os resultados sdo
disponibilizados no momento da consulta, sendo requeridos como pardmetros
apenas um identificador UniProtKB e um limite minimo de cobertura desejado
(Figura 25). Também estdo disponiveis um guia passo a passo, explicando
fundamentos e interpretacdo dos resultados, arquivos contendo todas as matrizes e
novas relacdes entre identificadores UniProtKB e GO e por fim atalhos

redirecionando o usudrio para paginas externas.
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Welcome to U-MAGE

UniRef50 Matrices for Annotating Gene Ontology Entries
1 2 3

Home Help Downloads

External Links U-MAGE is a Web application designed to help propagation of Gene Ontology (GO) terms for UniProtkB
entries based on UniRef50 matrices.
A BLAST alignment coverage relative to proteins sizes are stored in local matrices - all against all
members for each UniRef50 - and used to select UniProt entries above a given percentage cutoff.
Current GO terms associated to all selected UniProt entries are compared to desired sequence GO terms
and detailed relationships displayed for users.

UniProt consults are based on all 82 species in PANTHER database.

UniProt_ac (One per consult) — Coverage cutoff %

Ex:

Developed by Rafael Guedes
Questions please send to rafaelmguedes@ufmg br
Web page better viewed with Google chrome

Figura 25: Pigina web principal desenvolvida para disponibilizacio do U-MAGE. Atalhos
representados por nimeros em vermelho na Figura - 1: Pagina principal para escolha dos parametros;
2: Guia de ajuda; 3: P4gina para obtencdo de arquivos; 4: Atalhos para arquivos e paginas externas;
5: Campo para indicar o identificador UniProtKB a ser consultado; 6: Campo para indicar o limite de

cobertura a ser utilizado na consulta.

Depois de efetuada uma consulta, a matriz UniRef50 correspondente € verificada
para inspecdo dos valores de cobertura e uma nova pagina contendo os resultados da
propagacdo ird aparecer, organizada em forma de tabelas. Quando a cobertura da
proteina sob consulta é superior ao limite dado com outras proteinas da matriz e
diferengas entre os termos GO associados sdo encontradas, a primeira tabela de
resultados é gerada.

As colunas representam todos os termos GO que sdo encontrados associados a

proteina enviada como consulta. Esses termos sdo ordenados de acordo com a
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hierarquia ontoldgica a que pertencem e cada hierarquia pode ser visualizada por
uma cor distinta. Uma barra superior horizontal na cor azul € mostrada sempre que
um termo listado é o mais especifico da referida hierarquia para melhor
identificacdo pelo usudrio. Por sua vez, uma barra inferior horizontal da cor verde é
mostrada para indicar que o cédigo de evidéncia associado ao respectivo termo € de
curadoria manual, pois nesses casos a propagacdo seria mais segura (Rachael
Huntley, GOA, EBI, comunicagio pessoal).

As linhas da primeira tabela sdo preenchidas com identificadores UniProtKB
selecionados, para os quais os respectivos termos GO estejam-lhe ausentes.

De forma inversa, a segunda tabela de resultado relaciona proteinas selecionadas
da matriz, cuja cobertura com a proteina sob consulta seja superior ao limite dado,
mostrando quais termos estdo ausentes na proteina enviada como consulta, mas
presente em outras suficientemente similares do mesmo UniRef50.

Mais uma vez, barras horizontais azuis e verdes sdo utilizadas pra indicar
especificidade do termo (mais “folha” na hierarquia) e curadoria manual,
respectivamente. No entanto, como a informagado de curadoria estd associada a cada
UniProtKB, essa marcag@o aparece em cada linha, e ndo no topo da coluna, como
ocorre na primeira tabela.

Para ambas as tabelas, informacdes adicionais de identificacdo taxondmica e
descricdo dos termos GO e UniProtKB sdo apresentadas ao posicionar o mouse
acima do termo desejado.

Adicionalmente, para indicar termos GO mais parentais que poderiam ser
eliminados, uma vez que outros mais informativos estdo sendo sugeridos, um
identificar ‘P’ (de Parent em inglés) é mostrado juntamente com o identificador

UniProtKB ou GO e a lista completa deles apresentada com o posicionamento do
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mouse. De forma andloga, a letra ‘C’ (de child em inglés) € utilizada para evitar a
propagacdo de termos mais parentais, uma vez que outros mais especificos
(children) ja estdo presentes, também visualizados com o posicionamento correto do
mouse.

Sempre que a geragdo de uma das tabelas ndo seja possivel por falta de dados
associados as protefnas, um aviso € apresentado na péagina. Identificadores
UniProtKB que ndo apresentam nenhum termo GO ou cujos termos sejam todos
idénticos a proteina sob consulta, sdo devidamente listados.

Para exemplificar o uso da ferramenta, a Figura 26 apresenta as duas tabelas de
resultado para a proteina humana manualmente curada (SwissProt) tirosina quinase
JAK2 (UniProtKB: 060674; EC: 2.7.10.2). Os termos mais especificos sdo
destacados em cinza nas respectivas hierarquias funcionais e podemos constatar em
ambas os quadros (Figuras 26 A e B) que mesmo proteinas manualmente curadas de
organismos modelo podem estar com anota¢do funcional incompleta. Sugerimos que
a proteina sob consulta 060674 deveria conter os termos GO:0043560,
G0:0031702, GO:0051428, GO:0033130, GO:0008022 e GO:0043548 e perder
termos mais parentais como GO:0005102. Acdes similares ocorreriam com as
proteinas selecionadas. A ferramenta disponibiliza na pigina para o usudrio uma
relacdo completa de acdes de propagagdo de termos filhos e eliminacdo de termos

parentais em um relatério que pode ser descarregado.
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Termos GO folha ausentes nas proteinas
selecionadas a partir da utilizada para consulta

G0:0019901 GO:0042169

SwissProt/TrEMBL TXID

10090 C| Q62120

Q62120

B Termos GO folha ausentes
na proteina usada para consulta

SwissProt/TrEMBL TXID GO0:0043560 G0:0043548

10090  G5E8H2 (G5ER52 GAERTZ G5E852

10116 Q62689 Q62689 Q62689 Q62689 062689 Q62689

w3 Q7RG QTGS QTRE Q7S Q7RG
%0t QMBI QBN QARBZ3 QMBI  QURBD3 %06 FiHoLA FSH3UB FaHsUg FSH3LB
%1 P 019064 %06 QBIPL 08P1 08P 08072
Funcéio .
molecular Ligaioa
proteina
A
Ligacdo a
Ligacio receptor
] 0:0008022
Ligacdo a
receptor
Ligacioa Ligcioa Ligaioa acopladoa G0:0033130
enzima proteina domnio proteina-G
especifico A
f A Ligagio a Ligacio a
. receptor de | = Icceplor.de
Ligagaoa Ligagio a angiotensina horménio
quinase receptor

(’,——'V

™

Ligagioa
receptor de
citocina

Ligacio a
receptor de
fator de
crescimento

Ligacio a
receptor de
horménio

G0:0005143§G0:0005131

G0:0031702J8GO:0051428

Figura 26: Propagacio U-MAGE para a proteina humana O60674 (tirosina quinase JAK2,

EC:2.7.10.2). A: Termos GO mais especificos ausentes nas proteinas selecionadas acima da

cobertura de 80% com a proteina sob consulta. B: Termos GO mais especificos ausentes na proteina

sob consulta, acima da cobertura de 80% com as proteinas selecionadas. Hierarquias funcionais sdo

mostradas abaixo das tabelas com os termos respectivamente listados. Termos mais especificos

destacados em cinza. As cores representam mesma hierarquia direta. TXID: identificador

taxondmico; GO: identificador Gene Ontology, P: termos GO parentais de mesma hierarquia

presentes; C: termos GO mais especificos (filhos) de mesma hierarquia presentes.
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7. Discussao

Na dltima versdo do UniProtKB utilizada no presente trabalho de fevereiro de
2012, havia o surpreendente nimero de aproximadamente 17 milhdes de sequéncias
completas de diversos genomas. Enquanto isso, bancos de dados de homélogos
como COG [4], KEGG Orthology [17] e OMA [7, 54] disponibilizam uma porcao
desse universo protéico contida no genoma completo de algumas centenas de
organismos. SeedServer € um ferramenta desenvolvida com o intuito de abranger
todas as sequéncias completas depositadas no UniProtKB em uma busca direcionada
ao interesse do usudrio.

A ferramenta possui um programa principal responsdvel por coordenar seus
diversos médulos constituintes. Os médulos Seed Linkage e UEKO demonstraram a
importante funcdo de incluir com eficiéncia sequéncias provenientes de genomas
incompletos ou em processo de montagem em todos os exemplos estudados,
chegando a uma contribui¢do superior a 50% do total de proteinas. No entanto,
mesmo com os exigentes parametros de recrutamento, a inclusdo de alguns poucos
candidatos espurios pode ainda ser observada. Tais inclusdes puderam ser
detectadas e filtradas do recrutamento SeedServer final através do moédulo de
validagdo escolhido, baseado em matrizes PSI-BLAST, cuja composicio é
controlada pela propria sequéncia Seed de interesse fundadora do agrupamento.

A correlacdo entre validacio PSI-BLAST e a nomenclatura EC esperada foi
aferida, demonstrando uma alta taxa de acerto entre sequéncias SwissProt curadas
manualmente, de 99,72%. Embora ndo esperado, a mesma propor¢do de verdadeiros
positivos foi encontrada utilizando-se além das entradas SwissProt, as entradas que
receberam anota¢do automdtica na base TrEMBL. Adicionalmente, uma segunda

correlacdo com familias PANTHER foi utilizada. Mais uma vez, foi observado um
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bom desempenho no nivel de familia PANTHER, onde 86,94% das proteinas
associadas aos termos que possuiam descricdes especificadas estavam de acordo
com o esperado para cada caso. Ja para o nivel mais especifico de subfamilias, esse
mesmo indice foi de 91,04%. A alta similaridade entre proteinas que desempenham
funcdes diferentes ¢ um aspecto que inevitavelmente leva ao erro, entretanto a
similaridade elevada possivelmente denota origem comum e proximidade evolutiva.

Também é possivel haver manutencdo da fungdo bioldgica com alta similaridade
da estrutura secunddria ainda que haja uma baixa conservagdo da sequéncia priméaria
por acimulo de mutagdes a partir de um ancestral comum. No entanto, esses casos
fogem ao objetivo desse trabalho que utiliza métricas de comparacdo de estrutura
secunddria (SOV) como parametro complementar & inferéncia de homologia e nio
como principio para tal finalidade, como realizado por outros métodos [55] e
organizado por bases de dados como a SCOP [56]. Assim, depois de utilizar em
vérios estudos de caso o pardmetro SOV, preferimos ndo recomendar um limiar de
corte para determinar homologia, mas preservamos a sua exposi¢do no relatério de
resultados por ser uma forma de inferir similaridade estrutural. A presenga e a
manutencdo de elementos estruturais como alfa-hélices ou folhas beta sdo contra-
intuitivamente naturais em sequéncias randdomicas de aminodcidos [57], no entanto
parece improvavel que a conservacdo da estrutura como um todo e a ordem dos
elementos, refletida no parametro SOV seja por mero acaso. Assim, valores altos
sdo uma informagdo adicional relevante.

Ao analisarmos milhares de comparagdes estruturais provenientes dos diversos
experimentos realizados, porcentagens de aproximadamente 70% de valores SOV
foram observadas entre homdlogos separados nos trés diferentes super-reinos da

vida (eucariotos, procariotos e archaeas) enquanto entre homdlogos de mesmo
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género essa taxa foi de aproximadamente 90%. No entanto, estudos com outros
programas para prever estrutura secunddria, ou com dados extraidos de estruturas
resolvidas, sdo necessdrios para comprovac¢do desses dados preliminares. Uma
atencdo especial deve ser dada nesse tipo de estudo para proteinas multifuncionais
bem como entre homélogos de organismos multipldides ou com diversos pardlogos
como as plantas. Esta evidéncia de menor similaridade estrutural entre pardlogos
sustenta a teoria denominada “Conjectura do Ort6élogo” [58] onde ortélogos sdo
mais conservados que pardlogos, um conceito refutado por Nehrt et al. [59], mas
cada vez mais comprovado experimentalmente [60—63].

Uma interface web foi desenvolvida para utilizacdo do SeedServer oferecendo
um servigo estidvel para processos de poucas dezenas de Seeds, sendo recomendada
instalacdo local para trabalhos mais abrangentes através do guia de instalacio
fornecido. A limitacdo de Seeds pertencentes a base de dados UniProtKB sendo
negado o uso de sequéncias proprias dos usudrios se justifica pela inviabilidade de
conferéncia dos dados como atribui¢do de taxonomia adequada. Esse aspecto, no
entanto ndo se mostrou uma limitacdo nos diversos exemplos apresentados nesse
trabalho. A ferramenta conta com o uso do servico computacional baseado em web
services BOWS, que permitird a transposicdo do processamento SeedServer entre
diferentes servidores com capacidade de alto processamento, mantendo a estrutura
basica web criada.

O Seedserver mostrou-se uma plataforma eficaz para estudos de inferéncia do
surgimento de genes e vias através da determinagdo do LCA [45] bem como de
dele¢Ges génicas. Nosso grupo mostrou em um estudo de caso um quadro atualizado
de uma Grande Dele¢do Genomica de diversas enzimas envolvidas na biossintese de

alguns aminodcidos em grupos de eucariotos e procariotos [64], inicialmente
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discutido para dez eucariotos de genomas completos por Payne e Loomis [31]. A
esta delecdo se segue a perda da capacidade assimiladora de nitrogénio, componente
essencial na formacdo dos aminoédcidos, demonstrando que genes com funcdes
supérfluas em um metabolismo tendem ser eliminados na evolucdo, fato
evidenciado pela compactacdo dos genomas de organismos parasiticos. Em
contrapartida, proteinas mantidas em um genoma pertencentes a vias
funcionalmente incompletas demonstraram uma maior susceptibilidade ao acimulo
de mutacdes o que pode levar a sub ou neo-funcionalizagdo das mesmas. A inclusio
controlada de sequéncias fragmentadas nesse estudo mostrou potencial para agregar
informac@o, sendo uma meta a atualizagdo da ferramenta SeedServer para lidar com
as mesmas. Todavia, as sequéncias agrupadas podem ser prontamente
descarregdveis pelo usudrio e utilizadas para esse fim por método andlogo ao
utilizado por nosso grupo.

Uma vez que uma das fun¢des de um grupo de homdlogos € a inferéncia da
funcdo de genes desconhecidos associados a outros de fungdo descrita, quanto maior
o nimero de sequéncias anotadas, melhor serd a qualidade desse processo. Um
exemplo recente mostra a inferéncia de possiveis patdgenos de espécies do gé€nero
Candida através da propagacdo de termos funcionais de Candida albicans [65].
Hoje em dia, a atribuicdo de termos Gene Ontology (GO) por grupos como o Gene
Ontology Annotation (GOA) através de métodos manuais ou computacionais € uma
importante fonte de anotacdo de propriedades bioldgicas as proteinas. No entanto, a
representatividade desses bancos de dados € enviesada para alguns grupos de
organismos modelo e fungdes escolhidas previamente [25]. No sentido de expandir
essa anotacdo para organismos proximos aos anotados atualmente foi criada a

ferramenta U-MAGE baseada em matrizes de cobertura de grupos UniRef50. A
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metodologia atual de criagdo de grupos UniRef50 exige uma cobertura de 80% entre
recrutadas e proteina representativa do grupo, porém esse filtro ndo elimina a
presenca de sequéncias com menos da metade do tamanho da representativa quando
sdo advindas de grupos UniRef100, fato que justifica o custo operacional de geracio
das matrizes. Inicialmente somente termos de uma das trés hierarquias presentes no
GO foram escolhidos, os de “Fun¢do Molecular”, por apresentarem alta conservacio
entre homoélogos [60], porém futuramente as outras hierarquias como Componente
Celular também poderao ser incluidas. A melhoria quantitativa (nimero de proteinas
que adquirem termos GO) e qualitativa (nimero de termos GO mais especificos na
hierarquia que foram adicionados) poderd auxiliar em estudos de caracterizacio das
funcdes presentes em determinadas amostragens com maior suporte obtido por
métodos estatisticos [24, 66]. A propagacdo automdtica de termos menos especificos
das hierarquias GO entre hom6logos j4 demonstrou alta eficidcia em um experimento
com quatro eucariotos [67] sendo que a ferramenta U-MAGE podera servir como
uma plataforma para propagacdo manual de termos GO mais especificos e uma vez
estabelecidos pardmetros e limites de qualidade, subsidiar uma melhor propagacao
automadtica. Essa automacdo ji demonstrou rivalizar em qualidade com anotacdes
manuais [68].

Uma vez que o U-MAGE se restringe as sequéncias homoélogas altamente
similares, futuramente é possivel uma interacdo com o SeedServer para expandir os
limites da propagacdo a homodlogos mais distantes. Ambas as ferramentas
desenvolvidas nesse trabalho contribuem na propagacdo da informacgdo bioldgica
disponivel para proteinas conhecidas, representando uma contribui¢do a

Bioinformatica.
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8. Consideracoes finais

Nesse trabalho objetivamos a integracido de ferramentas utilizadas no estudo de
sequéncias protéicas homoélogas de forma confidvel e de facil usabilidade a todos os
tipos de usudrios, criando uma plataforma denominada SeedServer, fornecendo
subsidios para estudos complementares de filogenia, origem de genes e vias
metabdlicas, duplicacdes e dele¢des génicas. Um estudo de caso foi apresentado
criando um cendrio atualizado no estudo das vias biossintéticas de aminoécidos
essenciais e a distribuicdo da presenca ou auséncia das respectivas enzimas em
diversos grupos eucaridticos e procaridticos. Contemplamos também a melhoria na
qualidade da informacdo bioldgica associada a essas sequéncias constituintes dos
bancos de dados, através da propagacdo segura da anotacdo ontoldgica funcional a
partir de sequéncias curadas de organismos modelo para outras negligenciadas, de
organismos menos estudados. Mais uma vez, a ferramenta gerada desse processo,
chamada U-MAGE, foi disponibilizada aos usudrios em interface web. Pretendemos
manter o conteido disponivel sempre atualizado e agregando cada vez mais
funcionalidades. Em conjunto, esperamos que as ferramentas bioinforméticas aqui
descritas auxiliem no agrupamento e propagacdo do conhecimento. De fato, varios
estudos em andamento no Laboratério de Biodados ja se beneficiam dessas novas
ferramentas e ao mesmo tempo em que adicionam curadoria manual do

desempenho, induzem melhorias por intermédio de sugestdes e necessidades.
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Abstract

Background: Besides being building blocks for proteins, amino acids are also key metabolic intermediates in living
cells. Surprisingly a variety of organisms are incapable of synthesizing some of them, thus named Essential Amino
Acids (EAAs). How certain ancestral organisms successfully competed for survival after losing key genes involved in
amino acids anabolism remains an open question. Comparative genomics searches on current protein databases
including sequences from both complete and incomplete genomes among diverse taxonomic groups help us to
understand amino acids auxotrophy distribution.

Results: Here, we applied a methodology based on clustering of homologous genes to seed sequences from
autotrophic organisms Saccharomyces cerevisiae (yeast) and Arabidopsis thaliana (plant). Thus we depict evidences
of presence/absence of EAA biosynthetic and nitrogen assimilation enzymes at phyla level. Results show broad loss

of the phenotype of EAAs biosynthesis in several groups of eukaryotes, followed by multiple secondary gene
losses. A subsequent inability for nitrogen assimilation is observed in derived metazoans.

Conclusions: A Great Deletion model is proposed here as a broad phenomenon generating the phenotype of
amino acids essentiality followed, in metazoans, by organic nitrogen dependency. This phenomenon is probably
associated to a relaxed selective pressure conferred by heterotrophy and, taking advantage of available
homologous clustering tools, a complete and updated picture of it is provided.

Background

Creation and analysis of groups of orthologous genes
have been widely used for gene function prediction, evo-
lutionary and divergence time studies [1]. Moreover,
orthology is also a valuable source for evolutionary com-
prehension of pathways through phylogenetic analysis.
In respect to a central issue on cellular metabolism, the
order of appearance for universal cellular metabolisms
was estimated by Cunchillos and Lecointre [2,3], with
amino acid catabolism and anabolism being respectively
the first and second pathways to appear, even earlier
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than glycolysis and gluconeogenesis. The amino acids
biosynthesis, rather than linear and universal series of
reactions with homologues occurring in different organ-
isms, sometimes relies on alternative pathways, as
shown by Herndndez-Montes et al. [4]. Moreover, gene
loss and pathway depletion, important events in genome
evolution, can be inferred from the orthologous groups
through comparative genomics. Today, a vast amount of
information is provided by intensive genome sequen-
cing, and the efforts of grouping homologous genes had
reached great standards.

Amino acid anabolism is responsible for about 20% of
the energy that cells spend on protein synthesis [5,6].
The nutritional requirements of essential amino acids
and nitrogen are of striking importance and they have
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been estimated as ~22mg/kg of EAAs and 3mg/kg of N
in human body [7,8]. More recent approaches for diet-
ary requirement calculations, using amino acid oxidation
as an indicator, reveal that the requirement is over five
fold what the classical approaches indicated, and the
requirement has now been determined for each of the
nine human EAAs [9]. It is of general understanding
that plant, as well as fungi, synthesize all amino acids
required for protein synthesis and that evolutionary pro-
cesses culminated in human inability to synthesize nine
amino acids (histidine, phenylalanine, tryptophan, valine,
isoleucine, leucine, lysine, methionine and threonine),
thus called essential amino acids (EAAs), which must be
obtained through diet. Amino acids also constitute our
source of organic nitrogen. There have been few
attempts to understand why some amino acids have
become essential. However, genome deletion events
have happened in the past and many organisms have
lost a number of important enzymes necessary for de
novo biosynthetic pathways. Hitherto, the pattern of loss
versus retention for amino acids biosynthetic pathways
was analyzed for a few protists and metazoans by Payne
and Loomis [10]. They verified that the set of essential
amino acids is the same in animals and protists. Cur-
iously, most of the retained amino acids are intermedi-
ates in secondary pathways like purine ring biosynthesis
and nitrogen metabolism.

An overview for the presence/absence of the enzymes
which compose the amino acid biosynthetic pathways,
among distinct phyla in the tree of life, could be accom-
plished with (i) rich protein databases such as the Uni-
Prot Knowledgebase (UniProtKB) [11] comprising over
10 million full-length sequences and (ii) the current
initiatives to group these proteins by evolutionary relat-
edness - called homologues - such as COG-Cluster of
Orthologous Groups [12] and KEGG Orthology [13].
Unfortunately these initiatives consider only proteins
derived from complete genomes and thus a large
amount of information is currently lost, with over 6 mil-
lion remaining full-length proteins that belong to organ-
isms with still incomplete genomes.

Here, we applied a methodology that takes into
account all available protein information to depict, at
phyla level, the EAA biosynthetic and nitrogen assimila-
tion enzymes scenarios to inspect how and when amino
acid auxotrophy has first appeared along evolution.

A Great Genomic Deletion model is proposed to
explain the phenotypic inability to synthesize amino
acids that appears independently in distinct phylogeneti-
cally distant clades of eukaryotes. Such events should be
followed by subsequent steps of gene loss due to relaxed
selective pressure in already incomplete pathways, lead-
ing to an eventual loss of all genes for a particular bio-
synthesis pathway in some clades. Accordingly, in
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metazoans but Cnidaria, dependence on organic nitro-
gen accompanies the evolution of heterotrophy, thus
organisms become dependent even on NEAA for sup-
plying their nitrogen requirements.

Results

Clustering homologues of amino acid biosynthetic
enzymes

To determine the distribution of amino acid biosyn-
thetic enzymes, a homologue clustering process was
developed to allow the use of both complete and incom-
plete genomes [14,15]. The procedure starts with Seed
Linkage software [14] that clusters cognate proteins
from multiple organisms beginning with a single seed
sequence through connectivity saturation with it. Since
basal eukaryotes such as plants and fungi are auto-
trophic, sequences coding for all the enzymes used in
the biosynthesis of EAAs from the plant Arabidopsis
thaliana and the fungus Saccharomyces cerevisiae were
manually inspected using KEGG Pathway and used as
seeds to search for homologues. Moreover, our group
has been developing a procedure to enrich secondary
databases such as COG [12] and KEGG Orthology (to
be published) with UniRef50 clusters [16] available from
UniProt, therefore allowing the inclusion of data from
incompletely sequenced genomes. Additional file 1:
Sequences and genome status distribution reflects the
abundance of proteins derived from incomplete gen-
omes and evidences the importance of their inclusion.
In this work we took advantage of a home-built Uni-
Ref50 Enriched KEGG Orthology database (UEKO) to
additionally cluster sequences with the seed sequences
mentioned above. Since these searches recruit sequences
from diverse clades, which may or may not contain
organisms with completely sequenced genomes, we
represented this information in Figure 1 as: (a) black
filled circles for phyla containing complete genomes; (b)
grey filled circles comprise clades with at least one draft
genome available, but no complete genome, and (c)
empty circles represent phyla with no complete nor
draft genomes. Protein fragments are not included in
the search for homologues because they may represent
partial sequenced full length proteins at mRNA level or
incompletely modeled from genome. Moreover since
some full length proteins might have not been captured
in databases due to high sequence divergence, a second
search round used UniProt to query all clustered
sequences. This step also captures partial sequences
(entries labeled as fragments in UniProt) which were
approved by the coverage filtering applied (see Methods
for details). These additional significant hits are repre-
sented by triangles in Figure 1. Furthermore, enzymes
required for the biosynthesis of the indicated amino
acids are ordered in the anabolic pathway from left to
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right. All pathways refer to EAAs biosynthesis except
serine and glycine (the rightmost ones) used as experi-
mental controls. Serine is represented with two alterna-
tive pathways observed in human and other eukaryotes:
S(1), from 3P-D-glycerate; and S(2), from pyruvate. Gly-
cine is also represented by two pathways: G(1) and G(2),
both coming from serine; and G(3), coming from threo-
nine. As expected, serine and glycine biosynthesis were
found to be potentially proficient in almost all phyla.
This control supports the searching mechanism and
attest for the efficacy of methods applied. A few excep-
tions were observed and deserve comments: (i) Serine
biosynthetic pathways was found to be absent in Rhodo-
phyta, although the complete genome of Cyanidioschy-
zon merolae is available. We manually inspected this
result with regular BLAST searches and did not find
additional evidence, although a translation of partial
CDS was obtained for glycine biosynthetic enzyme G1
(Figure 1, triangle); (ii) Serine biosynthesis seems absent
in Apicomplexa as well, a clade comprising two Plasmo-
dium complete genomes lacking enzymes S1 and S4;
(iii) Considering the animals, besides being able to find
serine biosynthetic enzymes, we fail to support the
NEAA character of glycine for Mollusca. However,

evidences could be obtained for ancient organisms such
as Placozoa and Porifera. For the Microsporidia E. cuni-
culi, an obligatory intracellular parasitic fungus with
complete genome, it has been reported that “the reper-
toire for the biosynthesis of amino acids is restricted to
asparagines synthetase and serine hydroxymethyltrans-
ferase genes”, then serine was known as an EAA [17].
Thus, absence of evidence may not guarantee the
absence of the gene. However, out of 28 phyla, discard-
ing both the four clades with no genome project or in
progress (open circles) and the ones with complete gen-
ome (filled symbols), we could not provide evidence of
glycine biosynthesis for two phyla (Fornicata and Mol-
lusca). However evidence for serine has been provided
in all of them.

Data presented in Figure 1 clearly depicts the presence
of complete biosynthetic pathways for EAAs in both
plants (Chlorophyta and Streptophyta) and fungi (Asco-
mycota and Basidiomycota), as stated above. In previous
work we hypothesized that a great event of genome
deletion on which many of the intermediate enzymes
for biosynthetic pathways for amino acids have vanished,
ended up affecting the usage of EAAs in chordate pro-
teomes [18,19]. In 2006, Payne and Loomis [10] using
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pFam protein signatures reported that protists and ani-
mals share essentiality for the nine amino acids. Here
we provide a broader analysis covering all genomes
available today and trying to map how and when the
Great Genomic Deletion has happened. Evidence was
found suggesting that this loss of capability to synthesize
EAAs is conspicuous at the base of metazoan evolution,
simultaneously affecting the complete set of EAAs. The
phenomenon is characterized as an initial phenotypic
deficiency, observed in Choanozoa, followed by multiple
secondary gene losses. Accordingly, some enzymes
found in Chordata such as K14, M4 and M9 are missing
in Arthropoda. Remarkably, some components such as
VIL1 and M7 are maintained in most metazoan clades,
despite of pathway loss.

Actually, a Great Deletion causing concurrent pheno-
typic loss of amino acid biosynthesis capability affects
both metazoan and non-metazoan eukaryotes. Several
clades containing complete genomes (black filled sym-
bols) such as Rhodophyta, Euglenozoa and Apicom-
plexa, show similar EAAs pattern. Moreover, some
evidence is provided suggesting the absence of com-
plete pathways in the non-Dikarya Fungi Microsporidia
and Neocallimastigomycota. This gives support to
separate events of Great Genomic Deletion for the ori-
gin of EAAs auxotrophy in at least three other
branches. Similarly to Choanozoa, clades such as Het-
erokontophyta and Rhizaria present various enzymes
and some complete pathways. Evidences of complete
pathways for all EAAs but histidine (H) were obtained
in Heterokontophyta. Valine (V), isoleucine (I), lysine
(K) and threonine (T) are potentially synthesized in
Rhizaria as well as methionine (M) in Euglenozoa and
Amoebozoa. However it is possible that other EAAs
may also be synthesized in some of these clades. The
anabolic capabilities suggested by the current data
might be underestimated because we have only draft
genomes available for most of these organisms. The
Choanozoa clade contains only draft genomes. Though
we observed more enzymes than in metazoan clades, a
final picture of Choanozoan phenylalanine biosynth-
esis, for example, might require completion of genome
sequencing. Further gene loss occurs during metazoan
evolution; however, for Placozoa, Porifera and Cni-
daria, the Great Genomic Deletion seems to be well
established. Since the first available sponge genome is
still an ongoing project and its proteins are not yet
deposited in UniProt, we manually inspected the
deduced proteome using regular BLAST alignments
(see Methods) and evidenced auxotrophy for all nine
EAAs. The same simple approach was applied to all
phyla (Figure 1, triangles). Other clades that do not
present any enzymes were omitted from Figure 1, such
as Apusozoa and Jakobida.
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Lysine biosynthesis

Inspection of Figure 1 depicts a remarkable difference
on lysine (K) biosynthesis pathways present in fungi and
plants. Since the occurrence of an a-aminoadipate
(AAA) pathway K(1) in Fungi [20] as opposite to a dia-
minopimelate (DAP) pathway K(2) known to be present
in plants, algae and bacteria [21,22] has already been
reported, we set up to depict the complete scenario for
K biosynthesis including prokaryotes (Figure 2). A third
pathway K(3) preferentially used by Archaea but also
reported to exist in bacterial groups [23] was also con-
sidered, therefore sequences from the Pyrococcus hori-
koshii archaea were also used as seed for homologue
sequence clustering. Data supports the view that the K
(2) pathway, found to be complete in plants, is often
present in prokaryotic clades of bacteria and archaea, in
agreement with previous findings [21,22]. Curiously,
nine bacterial clades (Acidobacteria, Chlorobi, Deferri-
bacteres, Deinococcus-Thermus, Fusobacteria, Chlamy-
diae, Synergistetes, Tenericutes and Thermotogae) — all
of which contain complete genomes — do not present
K12 enzyme, but there are three other alternative sub-
sets of enzymes present in prokaryotes that could cir-
cumvent this step in lysine biosynthesis. Chlamydiae
may represent an evidence of amino acid essentiality
extended to prokaryotes, since diaminopimelate decar-
boxylase (K14) is absent and there are no known alter-
natives to this reaction. The set of enzymes responsible
for the K(3) pathway, was found to occur in prokaryotes,
and it is complete in the archaeal clades Crenarchaeota
and Euryarcheota, as well as in the bacterial clades
Chloroflexi and Proteobacteria, and probably in Actino-
bacteria and Bacteroidetes. Remarkably, the first four
enzymes that constitute this pathway are coincident
with the K(1) pathway (indicated by gray shading). The
complete K(1) pathway occurs in Proteobacteria (and
possibly in Actinobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes,
as evidenced by regular BLAST) and fungi. Thus, it is
tempting to assume that a variant synthesis of K
occurred in Archaea and, being modified in one of the
four bacterial phyla above (with the addition of three
enzymes: aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase,
saccharopine dehydrogenase NADP+ and saccharopine
dehydrogenase NAD+), ended up constituting the fungi-
occurring K biosynthetic pathway. The eukaryotic clades
Rhizaria and Heterokontophyta, which present the K(2)
pathway, appear to group with plants.

Nitrogen auxotrophy

Consumption of amino acids is an important route for
nitrogen assimilation in other biological compounds for
heterotrophic organisms, such as those comprised by
some of the clades shown in Figure 1 (e.g. Chordata).
Assimilation of free ammonium in eukaryotes is done
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by a cytoplasmatic reaction catalyzed by glutamate dehy-
drogenase (EC:1.4.1.4) which incorporates ammonium
into alpha-ketoglutarate yielding glutamate, using elec-
trons from a reduced cytoplasmatic co-enzyme NADPH.
Two isoforms are present in fungi and one in plants,
the latter having the additional option to not only
assimilate nitrogen, but also to fixate it, often with the
association of nitrogen-fixating bacteria. Thus, to inves-
tigate if the Great Genomic Deletion of biosynthetic
enzymes for EAAs co-occurred with the heterotrophy
for nitrogen, we generated clusters of the assimilative
isoforms (EC:1.4.1.4) and, as a control, the mitochon-
drial enzymes (EC:1.4.1.2) which tend to operate in the
reverse direction, i.e. glutamate degradation, by oxidiz-
ing it and delivering ammonium, loading electrons in
NAD+ co-enzyme. In yeast, the cytoplasmic assimilative
isoforms are named GDHI and GDH3, and the catabolic
(mitochondrial) is known as GDH2. Arabidopsis thali-
ana proteins were also used as seed together with the
Saccharomyces cerevisiae sequences: one known as puta-
tive GDH which grouped with the fungi assimilative
ones, and three catabolic GDHs, that grouped with the
human mitochondrial GLUDI, though not with the
yeast catabolic GHD2. Results are shown in Figure 3A.
The left column shows a cluster that groups assimilative
isoforms with the two from yeast and the putative GDH
from A. thaliana. The catabolic mitochondrial isoforms
from yeast (central column) and plant (right column)
formed two independent clusters. In metazoan organ-
isms, an assimilative enzyme was found in the basal
group Cnidaria, all others being dependent on amino
acid consumption to build nitrogenated compounds
such as DNA, Porifera included. Assimilative isoforms
were also lacking in Choanozoa although complete gen-
omes are unavailable. The same was observed for Placo-
zoa. Comparing these results with those shown in
Figure 1, it is remarkable that Choanozoa, while still
registering many amino acid biosynthetic enzymes (37
out of 61, redundancy eliminated) shows a simultaneous
deletion in both EAAs biosynthesis and nitrogen assimi-
lation. It is also apparent that the Great Genomic Dele-
tion attains its almost final broad distribution in
Cnidaria, which may be the last metazoan clade still
capable to assimilate nitrogen from free ammonium.
Therefore a few biosynthetic enzymes remain, in this
clade and other Metazoa, probably by connective func-
tions in metabolism (e.g. EC: 1.2.1.31 aminoadipate-
semialdehyde dehydrogenase K5 and EC: 1.5.1.7 sacchar-
opine dehydrogenase K7 also participates in the lysine
degradation pathway). We have also observed that mam-
malian GDH (GLUDI) presents a specialized allosteric
control [24] which might have turned the enzyme
toward glutamate catabolism rather than anabolism.
Such control was first observed in Ciliophora [25] and it
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is thought to have been transferred by lateral gene
transfer to the metazoan ancestor [26]. To confirm the
grouping in three clusters of enzymes with so similar
activities, Figure 3B shows a phylogenetic tree built with
eukaryotic glutamate dehydrogenase sequences, which
clustered the isoforms in total accordance with data
shown in Figure 3A.

The non-Metazoa eukaryotes with complete genomes,
such as Alveolata, Apicomplexa and Euglenozoa, lack
EAA biosynthetic enzymes (Figure 1) but keep the cap-
ability of nitrogen assimilation (Figure 3). Fornicata and
Parabasalia, although represented only by draft genomes,
have shown to contain the nitrogen assimilation enzyme
even if they appear to be auxotrophic for all EAAs.
Lacking detection of any isoform of glutamate dehydro-
genase and with available draft genomes is Rhizaria (no
complete genomes available), which still presents some
EAA biosynthetic capability. It is possible that the
dependency of organic nitrogen has been attained earlier
in Rhizaria, although complete sequencing is required
for a sound conclusion. In general, data support a ten-
dency for nitrogen heterotrophy succeeding the amino
acid essentiality. In Rhodophyta, a clade containing
complete genomes sequenced, surprisingly no catabolic
homologues were found; however a sequence that clus-
ters with the assimilative isoforms has been found.

We also investigated nitrogen assimilation in prokar-
yotes. Homologues of assimilative enzymes are present
and detected by our clustering procedure, but besides
finding homologues of the catabolic seeds in bacterial
clades, assimilative enzymes were not found in Aquifi-
cae, Chlamydiae and Synergistetes, all of them contain-
ing complete genomes available. This absence is
consistent with the lysine auxotrophy suggested in Chla-
mydiae (Figure 2) and support the idea that EAA auxo-
trophy is associated with the lack of nitrogen
assimilation even in the prokaryotic clades. It is hard to
infer differential enzymatic activity in prokaryotes, since
the annotated sequences available often report mixed
use of coenzyme, either NADPH or NAD, although the
homologous tools had grouped them distinctively. If the
homology is related to function, it may indicate that
these organisms also demand the consumption of
NEAA to constitute a source of organic nitrogen. The
presented scenario suggests that the loss of nitrogen
assimilation forcing consumption of NEAA shortly suc-
ceeds the Great Genomic Deletion of EAA biosynthetic
enzymes in metazoans. If this hypothesis is true, the
Cnidaria would be an exception.

EAA biosynthetic enzymes maintained

The remaining EAA biosynthetic enzymes in organisms
that do not have the complete amino acid pathway (Fig-
ure 1) are more susceptible to evolutionary
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Figure 3 Glutamate dehydrogenases. Schematic representation for presence/absence of glutamate dehydrogenases. A: Left column:
assimilative GDH1 and GDH3 from Saccharomyces cerevisiae and putative GDH from Arabdopsis thaliana; Central column: catabolic GDH2 from
Saccharomyces cerevisiae; Right column: catabolic GDHT, GDH2 and GDH3 from Arabdopsis thaliana. Taxonomic tree displayed at phyla level.
Circles represent detection of complete proteins and triangles detection of complete and fragmented proteins. Colors are as for Figure 1.
Saccharomyces cerevisiae (Ascomycota) and Arabidopsis thaliana (Streptophyta) were used as seeds. B: Phylogenetic tree with eukaryotic
sequences from glutamate dehydrogenase isoforms. Green branches: EC1.4.1.4; Red branches: EC:1.4.1.2; Blue branches: EC:1.4.1.3.

modifications. It is also possible that paralogue subfunc-
tionalization occurred in the common ancestor of ani-
mals, fungi and plants, and thus the divergent copy has
remained in detriment of the original gene. Considering
both hypothesis we set up to analyze enzymes from
EAA and functional NEAA pathways present in metazo-
ans. Phylogenetic trees for acetolactate synthase (VIL1
code in Figure 1) and for a group of alanine-glyoxylate,
serine-glyoxylate and serine-pyruvate transaminases (G1
code in Figure 1) are represented in Figure 4. As

expected, the distance between the ancestors of the two
prototrophic groups varies, plant (green circles) and
fungi (yellow circles): 0.4 and 0.7, for VIL1 (Figure 4A)
and G1 (Figure 4B), respectively. The distance from the
ancestors of plant (green circles) to metazoans (red cir-
cles) are relatively higher for the remaining enzyme
VIL1: 1.0 (as compared to 0.4 measured from plant to
fungi, 2.5 fold) than for the NEAA biosynthetic enzyme
G1: 0.7 (as compared to 0.7 measured from plant to
fungi, 1.0 fold). Thus, the remaining EAA enzymes are
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Figure 4 Phylogenetic analyses for EAA and NEAA enzymes. Phylogenetic trees for (A) acetolactate synthase (VIL1 code in Figure 1), an
enzyme for EAA valine, isoleucine and leucine biosynthesis and (B) a group of alanine-glyoxylate, serine-glyoxylate and serine-pyruvate
transaminases (G1 code in Figure 1), a NEAA biosynthetic enzyme for glycine biosynthesis. The green, yellow and red circles are marking the

plant (Streptophyta), fungi (Dikarya) and animals (Metazoa) branches, respectively. In (A), the distance (given by substitutions per site) from the
green circle to the yellow and red circles are, respectively, 0.4 and 1.0. In (B), these values are, respectively, 0.7 and 0.7.
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experiencing higher divergence after the attainment of
amino acids auxotrophy.

To support this observation, Figure 5 shows the ratios
calculated for 12 enzymes. Only trees that show signifi-
cant bootstraps for the branches of interest were consid-
ered. Enzyme codes in bars are described as in Figure 1.
The Y axis at the right side corresponds to the distance
measured from plant (Streptophyta) to the ancestor of
fungi (Dikarya). This distance was assumed as a back-
ground distance to normalize the distances measured
“from” plant (green bars) “to” the clades indicated in the
X axis. The three enzymes on the right, S1, G1 and G2,
belong to NEAA pathways, and the ratios are low. For
the enzymes H5, FW7, F8, VIL1, VIL3, MT3 and M7,
the ratio shown by green bars are conversely high, ran-
ging from around 1.5 up to 7 fold. These preliminary
data suggest that the additional evolutionary modifica-
tions have occurred in distinct levels in the enzymes
maintained after the loss of biosynthetic capability. M(2)
pathway appears as incomplete in Basidiomycota (Figure
1; M8 is absent), however MT3 enzyme used here is
present in threonine pathway which is complete in this
clade. K6 and K10 are involved in incomplete pathways,
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Figure 5 Relative distance of Metazoa enzymes from
homologues of EAA and from NEAA biosynthetic enzymes
present in plant and fungi. Phylogenetic trees were obtained for
12 enzymes, using all eukaryotic clustered proteins. Codes for
enzymes are the same as in Figure 1 and are shown over the bars.
For normalization, a background distance from the plant phylum
Streptophyta to the fungi subkingdom Dikarya was measured and
represented by triangles (right Y axis). The distance “from” either
Streptophyta (green bars) or Dikarya (yellow bars), “to” the branches
that group the clades indicated below the bars, were measured and
normalized by the distance Streptophyta/Dikarya, yielding the ratio
represented by bars (left Y axis). Only the three enzymes on the
right (51, G1 and G2) participate of biosynthesis of NEAAs: serine
(S1) and glycine (G1 and G2). K6 and K10 are enzymes that
compose lysine biosynthetic pathways which are not complete,
respectively, in Streptophyta or Dikarya (see Figure 1). Abbreviations:
Art, Arthropoda; Cho, Choanozoa; Cni, Cnidaria; Nem, Nematoda; Pla,
Placozoa.
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respectively, in plants and fungi. Accordingly, the dis-
tance measured from plant to fungi is high, and so is
the drift between plant to Chordata (K6) or to Arthro-
poda (K10), therefore yielding balanced lower ratios.
Since the ancestor of fungi and plants seems to be
equally distant from both of these two groups, and the
divergence between plant and Fungi/Metazoa group
tends to a trifurcation (see Figure 4), the yellow bars
(which represent the distance from fungi to the animal
clades in the X axis divided by the background distance
from plant to fungi) are similar to the ratios represented
by the green bars, independently of how much modifica-
tion has been occurred to the animal sequences (e.g.
VIL1, MT3, G1). Furthermore, a detailed inspection of
phylogenetic trees seems to indicate that subfunctiona-
lized paralogues have appeared in basal clades such as
Fungi, and those divergent paralogues remain in the
more recent groups of organisms, while the copy that
previously participated in the biosynthesis was actually
deleted in animals. Note some Streptophyta and Asco-
mycota divergent paralogues (outparalogues) [27]
grouped with animal sequences under 100% bootstrap
(Figure 4A). Accordingly, similar divergent paralogues
were observed for M7 enzyme (Ascomycota and Basi-
diomycota divergent paralogues grouped with animal
sequences, 98% bootstrap, see additional file 2: Phyloge-
netic tree of 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate—
homocysteine methyltransferase (M7)). Moreover, for
K10 enzyme that participates in the K biosynthetic path-
way which is defective in fungi, a divergent paralogue
from Streptophyta groups with fungi enzymes (92%
bootstrap) near the Arthropoda sequence (Additional
file 3: Phylogenetic tree of dihydrodipicolinate synthase
(K10)). Thus, the enzymes remaining from biosynthetic
pathways show higher divergence, and this might have
been acquired due to subfunctionalization in ancient
clades.

Discussion

The advance on genome sequencing and computational
methods for clustering homologous proteins has been
helping the scientific community to reevaluate several
aspects of basic biology. Here we have applied clustering
of protein sequences chosen from two clades of organ-
isms that are known to be autotrophic for the biosynth-
esis of Essential Amino Acids (EAAs). Furthermore, we
searched for the enzymes responsible for nitrogen
assimilation, incorporating ammonium into glutamate.
Lack of cytoplasmic glutamate dehydrogenase leads to a
dependency of amino acids consumption as the source
of organic nitrogen, i.e., the organism in a certain sense
actually becomes auxotrophic to both EAAs and NEAAs
(Non-Essential Amino Acids), in order to build other
nitrogen-containing molecules.
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The work presented here takes advantage of both the
Seed Linkage software and a home-built UniProt
Enriched KEGG Orthology database (UEKO) as source
of information, to rapidly group homologues of fungi
and plant amino acid sequences, respectively repre-
sented by Saccharomyces cerevisiae and Arabidopsis
thaliana. KEGG Orthology contains to date more than
1 million sequences from nearly 1,000 genomes and it
was enriched by a procedure developed by our group to
attain 2,442,384 sequences from 25,024 organisms, con-
stituting the UEKO database (UniRef50 enriched KEGG
Orthology database, to be published elsewhere and
further distributed). Counting the total recruited
sequences reported in this work (31,392), the percentage
of recruitment by (i) Seed Linkage, (ii) original KO or
(iii) the enriched portion of KO (UEKO) was, respec-
tively, 6%, 44% and 50%. Moreover, 26% of all detected
enzymes for the phyla represented in Figures 1, 2 and 3
were exclusively detected by Seed Linkage software and/
or UEKO database. These numbers reinforce the rele-
vance on the development of homologous searching
capability, improving the ability of KEGG Orthology
database to build a scenario for the biological processes
of interest such as those presented here. Moreover, on
top of the search for homologues represented by circles
in the Figures, a complementary search using the 31,392
clustered sequences allowed the investigation of all Uni-
Prot sequences, including fragments (e.g. UniProt acces-
sion B7QGP4, VIL1 from Arthropoda) and some full
length proteins not accessed by the initial search (e.g.
UniProt accession D3AYE6, complete protein K14, from
Amoebozoa; actually a more recent version of KO
already incorporates this entry). It is important to notice
that, in UniProt, the technical term fragment is applied
to partial CDS sequences, a product of incompletely
sequenced mRNA, as well as amino acid sequences
modeled from the genome that lack initial methionine.
Thus they might represent additional evidence of the
enzyme presence rather than a reminiscent pseudogene.
Stringent criteria (1x107'° e-value, 50% identity and 50%
subject coverage cutoffs) were adjusted with extensive
manual inspection and additional evidences were
included as triangles in the Figures. One evidence col-
lected as triangle claimed our attention, since it came
from a clade bearing the complete genome of the well
annotated organism Drosophila melanogaster (Figure 1,
enzyme VIL1, phylum Arthropoda). Manual inspection
reveals that the evidence yielded by the additional search
(represented by triangle) returned a hit from Ixodes sca-
pularis (a genome under “assembly” status), but remark-
ably, the gene was found to be missing in the fly. Thus,
this represents a recent gene loss within a non func-
tional pathway.
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The main interest of this work was to depict the evo-
lution of amino acids essentiality, or heterotrophy.
Grouping organisms into phyla level allowed easy label-
ing of clades that comprise organisms with sequenced
or draft genomes, as shown in Figures 1, 2 and 3, mak-
ing it possible to infer deletion events distinctively in
these clades. It is important to notice that many phyla
contain complete genomes, which allowed us to figure
out the deletion process with more certainty. However,
the picturing of the entire scenario allowed the analysis
to be extended to the branched clades, although this
requires additional caution on interpretation. Even
escaping the scope of this work, it suggests a demand
for planned choice of genomes to be completely
sequenced, since as clearly shown here we lack informa-
tion from several phyla such as the ones represented
with empty circles (e.g. Cryptophyta, Haptophyta, Neo-
callimastigomycota and Glaucophyta). Enzymes not
found by our analysis requires further attention and
search using more sensitive methods and detailed man-
ual or even experimental analysis, to detect divergent
sequences; in other words, the absence of evidence is
not evidence of absence. However, the present work
exemplifies a method that can be easily applied to other
scenarios of gene/pathway loss.

The scenario of amino acid auxotrophy supports the
hypothesis of a Great Genomic Deletion model of
amino acid biosynthesis in association with heterotro-
phy. This phenomenon has probably occurred several
times, particularly at the origin of metazoans. This dele-
tion has been likely associated with endosymbiotic rela-
tionships or with the development of systems
specialized in nutrient absorption. It seems that amino
acid essentiality has been originated as a phenotypic loss
of pathways early in Choanozoa, followed by multiple
losses during metazoan evolution. Similar progresses of
deletions occur closer to Heterokontophyta and Rhi-
zaria, culminating in Apicomplexa. Rhodophyta and
Microsporidia also attain the auxotrophy.

Moreover, remaining enzymes set apart from their ori-
ginal roles in amino acid biosynthetic metabolism seem
to be more prone to evolutionary changes whilst
enzymes present in complete pathways are more struc-
turally conserved among distant phyla (Figures 4 and 5).
Although a detailed investigation is needed, our preli-
minary analysis suggests that the copies which remained
in metazoan genomes may have suffered subfunctionali-
zation and sometimes this might have occurred in more
ancestral organisms (Figure 4 and additional files 2 and
3). Thus, in some sense, the orthologue enzyme might
actually have been deleted in animals, and the divergent
copy is the one remaining. These divergent copies are
sometimes named outparalogues. We are currently
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investigating substitution rate ratios and promoter ele-
ments in these genes.

Subsequent deletion includes the enzymes implicated
in nitrogen assimilation, which takes place just after the
broad deletion of EAAs biosynthetic enzymes (since
except metazoans, other eukaryotic clades lack biosyn-
thetic pathways and contains a nitrogen assimilative
enzyme), as observed in more derived metazoans, but
not Cnidaria. Most Cnidaria are carnivorous, so one
possibility is that Cnidaria may benefit from the assimi-
lation of organic nitrogen under long periods of fasting,
however this finding needs additional investigation.
Thus, the simplest explanation, is that the loss of nitro-
gen assimilative enzymes are related to lower selective
pressure associated with the origin of the most hetero-
trophic organisms, animals.

To our knowledge this is the first initiative to clarify
the complete scenario using powerful homologous
grouping approaches and the total repertoire of
sequenced genomes.

Conclusions

The procedures described here provide a deeper analysis
of amino acid and nitrogen heterotrophy among distinct
taxa, extended to include the entire set of available pro-
teins. They show that amino acid essentiality was a
broad phenomenon in eukaryotes, followed by the sub-
sequent nutritional requirement of organic nitrogen, in
animals.

Methods

Software and databases

Seed Linkage clustering software [14] and detailed
explanation of usability can be obtained at http://www.
biodados.icb.ufmg.br/eaa/. Seed Linkage requires BLAST
(version used was 2.2.20), MySQL (version 5.0.77) [28]
and PHP (version 5.1.6) [29].

The protein database is composed of UniProtKB
entries (version used was 2010_09) available at http://
www.biodados.icb.ufmg.br/eaa/. Except where otherwise
indicated, all fragmented proteins were removed from
analyses by parsing the description line in FASTA files.

To enrich KEGG Orthology clusters with incomplete
genome proteins UniRef50 Enriched KEGG Orthology
(UEKO) was built with the procedure described by Fer-
nandes et al [15]. A local MySQL database was used.

Procedure

Amino acid biosynthetic pathways were depicted with
KEGG Pathway [30] manual inspection where UniProtKB
identifiers for the enzymes used in this work could be
retrieved for the model autotrophic organisms Saccharo-
myces cerevisiae, Arabidopsis thaliana and, for the
archaeal lysine biosynthesis, Pyrococcus horikoshii. The
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procedure starts with the selected sequences used as seed
for Seed Linkage search in UniProtKB. The homologous
cluster is enriched by (i) entries in KEGG Orthology
(KO) belonging to the same KO where the seed is found
and (ii) UEKO entries for this same KO. All steps were
conducted with MySQL consults and PERL v5.8.8 [31]
scripts. To verify the recruitment, seed sequences were
used in PSI-BLAST alignments with the recruited
sequences, having the PSI-BLAST iterations stopped
whenever the score obtained for the seed sequence itself
decreases to below 50% of the initial score. Results of
search for homologues are represented by circles in the
Figures. For more details see additional file 4: List of seed
sequences and additional file 5: List of clusters.

Simple BLASTp analysis (107'° e-value cutoff) were
also conducted with all UniProt proteins, comprising
both UniProt complete and fragment entries, for each
phylum against all clustered proteins in this project.
Resulting output was filtered to remove alignments with
less than both 50% identity and 50% subject coverage.
Results of this analysis are represented by triangles in
the Figures.

Taxonomy information

All UniProtKB identifiers could be associated with an
organism taxonomy ID with the file available at ftp://ftp.
uniprot.org/pub/databases/uniprot/current_release/
knowledgebase/idmapping.

Further association of organism taxonomy ID with
phyla classification was achieved through a local data-
base built with NCBI taxonomy information obtained at
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/taxonomy.

Genome statuses were obtained by NCBI Genome
Project analysis at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genomepr;j.

Phylogenetic analyses

For phylogenetic analysis Prankster [32] was used for
multiple sequence alignment and MEGA4 [33] to con-
struct the phylogenetic tree using the neighbor-joining
method [34] with 500 bootstrap replicates. Branch dis-
tances were obtained from phylogenetic trees, from the
ancestors of Streptophyta, Dikarya and clades of metazo-
ans. Only branches with significant bootstrap were used.
With the distances, a ratio was calculated as below:

Distance F - T / Distance S - D

where F (from) is either Streptophyta or Dikarya
ancestor and T (to) is an animal ancestor (see Figure 5,
X axis); and S and D are the ancestors of Streptophyta
and Dikarya, respectively. Phylogenetic trees used to
compose Figure 5 can be accessed at our server at
http://www.biodados.icb.ufmg.br/eaa/.
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Additional material

Additional file 1: Sequences and genome status distribution.
Distribution of UniProtkB sequences among available genomes in three
sequencing status groups: Complete, Draft plus In Progress and
Incomplete.

Additional file 2: Phylogenetic tree of 5-
methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine
methyltransferase (M7). A phylogenetic tree of one of the four
methyltransferases illustrated in Figure 1 for methionine biosynthesis. Red
circle represents Chordata and Cnidaria ancestor; Yellow circle Dikarya
ancestor and green circle Streptophyta ancestor. Available at [http://
www.biodados.icb.ufmg.br/eaa/].

Additional file 3: Phylogenetic tree of dihydrodipicolinate synthase
(K10). A phylogenetic tree of one of the enzymes illustrated in Figure 1
for lysine biosynthesis. Red circle represents Arthropoda; Yellow circle
Dikarya ancestor and green circle Streptophyta and Chlorophyta
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Abstract

understanding of the evolution of such process.

Background: The integration of sequencing and gene interaction data and subsequent generation of pathways
and networks contained in databases such as KEGG Pathway is essential for the comprehension of complex
biological processes. We noticed the absence of a chart or pathway describing the well-studied preimplantation
development stages; furthermore, not all genes involved in the process have entries in KEGG Orthology, important
information for knowledge application with relation to other organisms.

Results: In this work we sought to develop the regulatory pathway for the preimplantation development stage
using text-mining tools such as Medline Ranker and PESCADOR to reveal biointeractions among the genes
involved in this process. The genes present in the resulting pathway were also used as seeds for software
developed by our group called SeedServer to create clusters of homologous genes. These homologues allowed
the determination of the last common ancestor for each gene and revealed that the preimplantation development
pathway consists of a conserved ancient core of genes with the addition of modern elements.

Conclusions: The generation of regulatory pathways through text-mining tools allows the integration of data
generated by several studies for a more complete visualization of complex biological processes. Using the genes in
this pathway as “seeds” for the generation of clusters of homologues, the pathway can be visualized for other
organisms. The clustering of homologous genes together with determination of the ancestry leads to a better

Background

Bioinformatics tools currently allow research to focus on
the integration of large-scale data generated by sequen-
cing, differential expression analysis, gene interaction
studies and others. Several initiatives exist to organize
this knowledge in secondary databases, thus allowing
easier access and visualization. Databases containing
interaction information are a good source for novel
research. iHOP [1] allows users to tag gene names of
interest and browse through the related PubMed litera-
ture with highlighted keywords. Another interaction
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"Laboratério Biodados, Dept. de Bioguimica e Imunologia, Universidade
Federal de Minas Gerais, 31270-901, Belo Horizonte - MG, Brazil
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( BioMVed Central

database is STRING [2], which contains physical inter-
actions and functional associations between proteins
and integrates data retrieved from literature (PubMed),
genomic context, large scale experiments and conserved
co-expression. Text-mining, therefore, has a fundamen-
tal role in these tools and allows access to interactions
spread throughout the literature. The extraction of bio-
logical events from literature through text-mining tools
is essential to not only update the interaction databases
but also for the creation and annotation of pathways.
Metabolic and regulatory pathways are an example of
organized knowledge that allow a better visualization of
a complex system and can be found in databases such
as iPath [3], BioCyc [4] or KEGG Pathways [5]. When
orthology information is added to pathways, the same

© 2011 Donnard et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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process can be represented in different organisms.
Orthology is also an important tool for sequence anno-
tation. Current orthologue databases such as COG and
KOG [6], eggNOG [7], OrthoMCL [8] and KEGG
Orthology [5] all provide a good source for manually
curated clusters of orthologues defined for organisms
with complete genomes. We developed a procedure to
enrich the COG database with UniRef50 clusters from
the UniProt database [9], creating the UECOG database
[10]. Recently, a similar procedure was applied to the
KEGG Orthology database creating the enriched UEKO
database (unpublished, Fernandes et al.).

The available tools described raise the possibility of
integrating current information and generating complex
regulatory pathways. Previous publications individually
reported the regulatory interactions that control preim-
plantation embryo development [11-15]. However, a
complete preimplantation development regulatory path-
way has never been built.

In humans, the preimplantation phase of embryonic
development is a period of approximately six days after
fertilization prior to attachment of the embryo to the
uterine wall. Implantation can occur before or in the
seventh embryonic day (E7), a time during which the
uterus is receptive [16]. Mammalian embryonic develop-
ment has been thoroughly studied in mice and the blas-
tomeres remain totipotent, able to generate any other
cell, up to the eight-cell stage, unlike other animals [17].
After fertilization, successive cleavages take place during
the first two days of development, resulting in the eight-
cell embryo. The next stage of development is called the
morula stage. An increase in cell-cell contact results in
formation of a compacted morula. The subsequent divi-
sions increase the complexity of the embryo and cells
may be located on the inside, surrounded by other cells,
or on the outside, in contact with the environment. The
identification of the initial cells for each lineage has
shown that the trophectoderm (TE) is derived mostly
from the outer cells, whereas the inner cells give rise to
the inner cell mass (ICM). Later, the ICM divides into
the primitive endoderm (PE) and the epiblast (EPI).
During the differentiation of the TE from the ICM, the
blastocoel is formed through a process of cavitation.
The embryo is called a blastocyst when all three struc-
tures are present (TE, ICM and blastocoel). Twenty-four
hours after blastocyst formation occurs, the last stage of
preimplantation development takes place when the PE
differentiates from the ICM. The three lineages thus
formed in preimplantation development present differ-
ent fates during subsequent embryonic development.
While the epiblast, which forms from the ICM following
implantation, is still undifferentiated and will give rise to
the fetus itself, the trophectoderm will become the fetal
portion of the placenta and the primitive endoderm (as
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part of the extraembryonic endoderm) will form the
yolk sac [14]. Complex regulatory processes such as ani-
mal development are a result of the interaction of many
different gene products and elements that control the
expression of these genes. Traditional experiments that
determine the function of one or a few genes are essen-
tial, but do not result in a comprehensive view of com-
plex systems. A complex regulatory network should be
able to portray specific and general aspects of develop-
ment, such as the embryonic fate of certain cells [18].

In this work, we noticed the absence in databases of a
pathway describing the preimplantation phase of embryo
development and sought to develop the given pathway
using text-mining tools, complementing it with orthol-
ogy information. The resulting pathway comprises 86
genes and the interactions between them. Clusters of
orthologous groups were generated for each gene repre-
sented in the pathway and provided the necessary infor-
mation to determine the last common ancestor. This
determination revealed that the preimplantation devel-
opment pathway is an ancient Chordata pathway with
addition of modern elements throughout evolution.

Results

Text-mining

Initially, we used the PubMed platform to search for
articles related to the embryo preimplantation develop-
ment (query: “preimplantation development”) and
obtained 3524 entries as a result. To obtain a more effi-
cient set of articles with relevancy to our work, the
result entries were submitted to MedlineRanker [19].
This software computes discriminating words by com-
paring a set of user selected abstracts indicated as highly
relevant to a background set and then scores any
abstracts in terms of their content of those discriminat-
ing words. After the classification, we selected the top
1000 abstracts for further analysis, which presented p-
value lower than 0.01 and by manual inspection provide
large amount of information when uploaded in PESCA-
DOR. Since human and mouse embryo development are
highly similar, it was plausible to use abstracts from
work on both organisms as source of information for
the preimplantation pathway construction, paying atten-
tion to any possible conflict.

Using these 1000 highly informative abstracts as our
input, PESCADOR (manuscript in preparation, Barbosa-
Silva et al.) an online platform for friendly operation of
the LAITOR software [20]) was used for tagging of gene
names and biointeractions extraction from each abstract.
As a result, 722 gene names were tagged and 223 type 1
biointeractions were highlighted as well as other infor-
mative biointeractions. Biointeractions are classified by
LAITOR [20] as type 1 when in the same sentence the
software encounters a gene name, a biointeraction word
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and another gene name, in that order (e.g.: CDX2 down-
regulates NANOG). From these tagged abstracts we
manually curated the information and constructed the
pathway for the preimplantation embryo development
describing 86 genes and numerous interactions between
them during the early developmental stages, trophecto-
derm differentiation from the inner cell mass and pos-
terior extraembrionary endoderm differentiation. A
sample abstract tagged by PESCADOR and the manual
extraction of the information it contains is exemplified
in Figure 1. The pathway shown in Figure 2 was con-
structed according to KGML (KEGG Markup Lan-
guage). The large decrease in the initial number of
genes tagged in the abstracts is mainly due to redun-
dancy between abstracts (same genes mentioned) and
also to genes tagged in type 3 and 4 biointeractions,
which not always result in pathway building
information.
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Preimplantation pathway

The pathway obtained after the analysis of all the
abstracts from the PESCADOR output is represented in
Figure 2 and the regulations are reviewed below.

First embryonic cleavages

The oncogene c-MYC is an important transcriptional
regulator and its expression is observed in the initial
stages of development, where it is present in embryonic
cells until the morula stage and repressed thereafter
[21]. Two additional genes recently associated with
these early developmental stages are BORIS and ECSA.
BORIS is involved in early development following fertili-
zation and soon afterwards repressed, and ECSA,
expression begins in the blastocyst exclusively in the
cells of the inner cell mass (ICM). The presence of
these genes was compared to the expression pattern of
the Oct4 transcription factor, which is present in the
early cleavages, repressed after this initial stage, and

PESCADOR

Pelocted PubMed 1D: [ 9259085

pmass.

n Cdx2 expression

joontact- and Lats-mediated inhibition of nuclear Yap localization

l1egend of colors:

Pentence 1 The Hippo signaling pathway components Lats and Yap pattern Teadd activity to distinguish mouse trophectoderm from inner celll

ISentence 2: Outside cells of the preimplantation mouse embryo form the trophectoderm (TE). a process requiring the transcription factor Teadd
PSentence . Here, we show that transcriptionally active Teadd can induce CUX2 and other trophoblast genes in paraliel in embryonic stem cells

PSentence 4 In embryos, the TEad4 coactivator protein Yap localizes to nuclei of outside cells, and modulation of TEadd or Yap sctivity leads to changes|

ISentence S: In inside cells. Yap is phosphorylated and cytoplasmic, and this involves the Hippo signaling pathway componcnt Lats.

ISentence 6: We propose that active Teadd promotes TE development in outside cells, whereas Tead4 activity is suppressed in inside cells by cell

ISentence 7: Thus. differential signaling between inside and outside cell populations leads to changes in cell fate specification during TE formation

Biological terms co-occurrences with concepts

All loaded PMID
[Show Top S00]

10: 9696013
11 20046850
12: 9776387
13 20034412
14 20132010
15 20336607
16: 20047725
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TEADS induce
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Type Sentence Pair 1 Pair 2
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28:
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graphical representation in the form of a regulatory pathway.

Figure 1 Biointeraction extraction from PESCADOR. Top: Sample abstract tagged by PESCADOR. Gene or protein names (terms) recognized
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lack of corresponding SwissProt annotated gene product to be used as seed prevented their use in this analysis.

then its expression is afterwards stimulated again in the
blastocyst [22]. The expression of the gametogenesis
associated gene Gse was also recently identified in cells
of the early embryo; later this protein is found only in
the ICM, suggesting a role in the specification of cell
lineage [23].

Methylation patterns and correct preimplantation
development

Genomic methylation patterns in mammalian cells depend
on Dnmtl (DNA methyltransferase-1). In the mouse, an
embryo-specific variant called Dnmtlo is expressed in the

early stages of development. In the 8-cell stage this protein
relocates to the cell nucleus where maintains essential
methylation patterns, allowing embryos to complete early
developmental events [24]. It was recently shown [25] that
the inability of Dnmtlo to properly relocate not only
results in a developmental arrest at the 5-7 cell stage, but
is also responsible for the downregulation of five genes
involved in the formation of gap and tight junctions
(Cx31, Cx43, Cx45, Cdhl and Ctnnbl). These junctions
are crucial for early processes such as compaction of the
8-cell embryo and cavitation of the blastocoel.
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TE versus ICM dichotomy: key role of Lats controlling Tead4
co-activator Yap

Cells destined to become part of the ICM are marked by
repression of two genes (aPKC and PARD3) [26] and by
upregulation of Sox2 [11]. In these cells, the major plur-
ipotency transcription factors, including Nanog and
Oct4, remain active due to the expression of an impor-
tant player and member of the Hippo signaling pathway:
Lats. This serine/threonine protein kinase is responsible
for phosphorylating Yap, leading to its cytoplasmic loca-
lization and thus preventing its association with the
transcription factor Tead4.

Triggering TE differentiation: Tead4/Yap target Cdx2 to
repress Nanog and Oct4

Conversely, in the outer cells that will differentiate and
form the trophectoderm, Yap is unphosphorylated,
remains in the nucleus and associates with Tead4, lead-
ing to the activation of Cdx2, a key repressor of Nanog
and Oct4 [27]. Repression of Oct4 and Nanog transcrip-
tion by Cdx2 then releases the inhibition that these two
key factors were exerting on many different genes, in
turn activating these targets [28,29]. Activation of Cdx2
requires release from basal repression; Nanog [30] and
Oct4 [31] repress basal levels of Cdx2 and induction of
higher levels of Cdx2 by Tead4/Yap overcomes this
repression, allowing Cdx2 to play its role [28]. Tead4
was also recently determined to activate another tro-
phectoderm differentiation factor, GATA3 [32], which
acts alongside Cdx2 and affects transcription of a num-
ber of genes independent of Cdx2. The Tead4-depen-
dent activation of GATA3 seems to be independent of
Yap, suggesting Tead4 interacts with another partner as
well as Yap. Also required for high level expression of
Cdx2 in trophectoderm cells is the cell motility protein
Arp3; experiments with complete knockdown of this
protein show trophoblast cells unable to develop prop-
erly, possibly undergoing apoptosis as a result of loss of
Cdx2 [33]. The TGFbeta pathway is another important
pathway for trophectoderm differentiation; TGFbeta sig-
naling is stimulated by BMP4, which leads to the activa-
tion of SMAD proteins. These proteins can also
stimulate transcription of Cdx2 [34], and BMP4 is
known to inhibit Id2, an inhibitor of differentiation [35],
and to activate Hand1, which is involved in trophoblast
cell differentiation [36].

In the absence of Oct4 and Nanog

The downregulation of Oct4 in the outer cells of the
embryo leads to the activation of a positive regulator of
TE cell fate, Eomes (T-box protein eomesodermin)
[29,37], which is also a possible Cdx2 target [38]. The
subsequent differentiation of these cells into trophecto-
derm is accompanied by the expression of several genes,
such as the glycoprotein PSG2 [39] and the marker
KRT18. PSG2 and KRT18 expression are among the
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first signs that a blastomere has lost its totipotent com-
petence, prior to any visible differentiation [33].
Removal of Oct4-dependent repression also results in
activation of genes such as ETIF2B and Rpsl14 [40],
allowing these cells to engage in an intense translation
routine. Knockdown studies targeting Oct4 also show
that it represses the expression of Gem1, which is nor-
mally placenta specific [41], and of the hCG hormone’s
beta chain [42].

Concurrently, Nanog downregulation allows the
expression of a number of genes associated with both
trophectoderm (GATA2, hCG-alpha and hCG-beta) and
extraembryonic endoderm (GATA4, GATA6, LAMBI1
and AFP) [30]. These latter genes will in turn initiate
the formation of tissues such as the primitive endoderm,
a component of the yolk sac. From the early blastocyst
stage on, desmosomes are assembled in the trophecto-
derm in response to desmocollin (DSC2), which is also
not expressed in the ICM [43].

Thus, Tead4/Yap activation of Cdx2, accompanied by
the subsequent repression of Nanog and Oct4, describes
a scenario for the TE differentiation.

Underneath the maintained activation of Oct4 and Nanog
Back in the ICM, the main pluripotency genes remain
active and form a complex regulation pathway. Recently it
was discovered that transcription of Nanog is further sti-
mulated by the presence of compounds such as retinol
[44]. KIf2, KIf4 and KIf5 exert a redundant role in the acti-
vation of Nanog. These kriippel-like factors were described
as essential for the maintenance of pluripotency. Indeed,
Klf4 was already known for this role and is commonly used
in reprogramming of differentiated cells into induced pluri-
potent stem cells. However, only the simultaneous deple-
tion of KIf4, 2 and 5 results in the differentiation of stem
cells, indicating functional redundancy [45]. Other proteins
known to activate Nanog include the two other main pluri-
potency regulators, Oct4 [37,46] and Sox2 [47]. The estro-
gen receptor ESRRB is also reported to be involved in the
activation of Nanog by Oct4 and Sox2 [47]. Conversely,
Nanog can activate Oct4 [46], and ESRRB is necessary to
maintain Oct4 promoter activity [48].

Each of the three key factors, Oct4, Sox2 and Nanog,
also act as self-activators, e.g. the partners Oct4 and
Sox2 bind and activate Oct4 transcription [49]. Another
key transcription factor involved in the maintenance of
cell pluripotency is Sall4 [50]. Sall4 binds to the con-
served regulatory region in the Pou5f1 (the Oct4 gene)
distal enhancer and activates its transcription [31]. Stu-
dies with microRNA interference of Sall4 show that the
loss of this factor leads to reduction of Oct4 mRNA
levels and significant expression of Cdx2 in the ICM
[31]. b-MYB, a gene expressed in proliferating cells, is
also a positive regulator of Oct4 and studies report early
differentiation of ICM in the absence of b-MYB [51].
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The Notch signaling pathway is a conserved pathway
that is involved in cellular communication processes
and correct cell fate decisions that also has a role in
ICM development [52]. Nle protein, a direct regulator of
this pathway, is essential for survival of the ICM [53].
Another protein associated with development and survi-
val of the ICM is Tbn (Taube nuss), whose absence pro-
motes cell apoptosis in the ICM [54].

Expression of the platelet and endothelial cell adhe-
sion molecule (PECAM1 or CD31) was detected by
immunofluorescence confocal microscopy in the blasto-
cyst and restricted to the ICM cells. Subsequently,
PECAMI1 remains only in the pluripotent epiblast cells,
disappearing the moment these cells undergo differen-
tiation [55], and indicating a new role for this molecule
during embryo development.

Activation, but with moderation

Other control pathways maintain expression of these
genes at a steady-state concentration and balance these
many mechanisms for activation and upregulation of
transcription. A complex regulation feedback loop con-
sists of FOXD3, Nanog and Oct4 [46]. To keep Oct4
and Nanog expression within steady-state levels, these
three genes interact so that (i) expression of Nanog acti-
vates FOXD3 and Oct4 but not above steady-state levels
due to Oct4 exerted repression; and (ii) FOXD3 and
Nanog activate Oct4 expression but not above steady-
state levels due to Oct4 self-repression.

Dax1 is an orphan nuclear hormone receptor recently
identified as a repressor of Oct4 transcription [56].

Dax1 expression was also capable of reducing Nanog
and Rexl expression. Assays show that Dax1 binds to
Oct4 and abolishes its DNA binding activity, thus
decreasing the transcription of Nanog and Rex1, targets
of Oct4 activation.

Another repressor in the ICM is Tcf3, a Wnt signaling
pathway effector. TLE2 (a Groucho family protein) and
CtBP (C-terminal binding protein) are key partners of
Tcf3 in mediating this repressive effect. Tcf3 binds to
and represses the Oct4 promoter, and this repressive
effect requires both the Groucho and CtBP interacting
domains of Tcf3 [13]. Tcf3 also limits the steady-state
levels of Nanog mRNA, protein, and promoter activity
in self-renewing embryonic stem cells (ESCs); the Tcf3
Groucho domain is involved in this repression [57].
Thus, Tcf3 is critical for maintaining the appropriate
levels of both Oct4 and Nanog in ESCs. Experiments
show that loss of Tcf3 by RNA interference (RNAI)
knockdown blocks the ability of ESCs to differentiate
[13], emphasizing the importance of this interaction.
Downstream of Oct4 and Sox2
Oct4 activates embryonic stem cell-specific gene 1
(Esgl), which encodes an RNA binding protein present
in the ICM that is responsible for regulating several
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specific target transcripts [58]. Oct4 and Sox2 are also
responsible for the regulation of the fibroblast growth
factor 4 (FGF4) [49]. Expression of FGF4, therefore,
requires the combined activity of these two transcription
factors that bind to adjacent sites on the FGF4 enhancer
DNA region [59]. Once expressed, the FGF4 protein can
interact with its receptor FGFR2 and activate ICM and
adjacent TE cell proliferation, activating extraembryonic
endoderm cells as well in later stages.

Several other genes with important functions in
embryonic development are also targets of Oct4-depen-
dent activation. These include growth factor TDGFI,
growth inhibitor SAP18, regulator of nonsense tran-
scripts RENT1, two proteins involved in stem cell self-
renewal DPPA4 and DPPA1 (developmental pluripo-
tency associated), anterior visceral endoderm (AVE)
markers LEFTY1 and LEFTY2, surface antigen THY1,
and other genes encoding proteins involved in specia-
lized cellular processes (DPP3, ATP6AP2, DDB1) and
hypothetical proteins (GK003, hRscp) [37,40].

The master regulation exerted by Sox2 and Oct4 dur-
ing mammalian embryogenesis is believed to operate
through their cooperative binding to DNA regulatory
regions composed of adjacent HMG and POU motifs
(HMG/POU cassettes) [60]. Exemplifying this arrange-
ment, DPPA4 is one such gene with the presence of an
HMG/POU cassette in its promoter region [61].
Downstream of Nanog and STAT3
Activation of JAK/STAT pathway also has an important
contribution to pluripotency. In mice, the LIF/STAT3
pathway [44,62,63] for maintenance of cell pluripotency
comprises LIF and LIF receptor, which deliver intracel-
lular signaling through STAT3. STAT3, a signal trans-
ducer and activator of transcription is activated by the
JAK1 kinase and binds to several promoters inducing
transcription of pluripotency related genes [64]. Nanog
and Stat3 were found to bind to and synergistically acti-
vate Stat3-dependent promoters [64]. Nanog also func-
tions as a transcriptional inhibitor to NFxB, a factor
known to have pro-differentiation activity [64]. Nanog is
also responsible for SMADI repression, thereby prevent-
ing BMP4-induced differentiation through the TGFbeta
signaling pathway, for which SMADI is a key signal
transducer [65].

Extraembryonic endoderm differentiation from ICM cells
Prior to embryo implantation one more differentiation
takes place. Certain cells from the ICM give rise to the
primitive endoderm, the first morphologically distinct
cell type of the extraembryonic endoderm. The extraem-
bryonic endoderm comprises the primitive, parietal and
visceral endoderm components and will become the
yolk sac during posterior development stages.

Wnt6 was recently identified as an inducer of primi-
tive endoderm and this induction is accompanied by
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translocation of beta-catenin (CTNNB1) and Snaill to
the nucleus [66]. This study also showed that up-regula-
tion of protein kinase A (PKA) induces markers of par-
ietal endoderm. Another Wnt family member, Wnt9a, is
expressed only in ICM cells that surround the bastocoel
[67] and induces repositioning of the cells expressing
GATAG®6, which is necessary for formation of primitive
endoderm [68].

Sox7 plays a major role in parietal endoderm differen-
tiation. Through studies with short interfering RNA
molecules, it was established that Sox7 is responsible for
transcription induction of GATA4 and GATAG6 [69].
Individual or combined silencing of Sox7, GATA4 and
GATAG result in suppression of cell shape changes and
production of laminin-1 (LAMBI1), characteristic
changes present in parietal endoderm differentiation
[69]. Gatad was previously identified as a transcription
factor responsible for the activation of FGF3 [70]. Sox7
also activates the FGF3 promoter. Conversely, Sox2 can
negatively modulate the GATA4-dependent activation of
FGF3, which is supported by the role of this factor in
ICM pluripotency [71]. Another Sox family member,
Sox17, is responsible for the differentiation of the extra-
embryonic endoderm in the final steps of preimplanta-
tion development [72]. The Runx1 factor is associated
with the expression of Sox17 and is also specific for the
extraembryonic endoderm [73]. HNF4 is a transcription
factor specific of the extraembryonic endoderm with
subsequent roles in post-implantation development and
organogenesis [74]. Its expression may result from
BMP4-induced differentiation [75]. Finally, the Dab2
protein is indispensable for the development of visceral
endoderm; though its exact role is still not established,
it is perhaps related to correct cell positioning [76,77].
The expression of Cerl, a marker of the anterior visceral
endoderm (AVE), commences before embryo implanta-
tion in the subset of cells that comprise the primitive
endoderm. This ancestral population includes both cells
expressing Cerl together with cells in which Cerl
expression begins after implantation and formation of
the AVE [60].

Search for homologues

To establish an ortholog database and provide sequence
information to the genes contained in the preimplanta-
tion pathway, aminoacid sequences corresponding to the
human and mouse gene products were used as seed for
the software SeedServer (Guedes et al., unpublished, see
Methods for details). In fact, only the UniProt identifier
for these proteins is necessary to execute SeedServer -
gene symbols were verified in the NCBI Gene database
and converted to the corresponding genelD, and the
desired identifiers were obtained afterwards from the
UniProt database. For each gene a cluster of
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homologues was generated comprising from 2 to 260
sequences (Additional file 1).

The recruited sequences contained in each cluster can
be Swiss-Prot annotated or unrevised TrEMBL
sequences. In total, 25% of the cluster sequences are
Swiss-Prot, the great majority of clusters being com-
prised of TrEMBL sequences (75%). The search for
homologues through SeedServer provides therefore a
large amount of candidates for manual curation in
Swiss-Prot. Furthermore, SeedServer can recruit
sequences from organisms without a complete genome
due to its use of UEKO (UEKO is built on top of Kegg
Orthology homologues as UECOG [8] has been built on
top of COG database) and bidirectional best hit (BBH)
searches conducted by SeedLinkage [78], and in fact
only 27% of the sequences present in all clusters are
from organisms with a complete genome. The ortholog
clustering by SeedServer was only performed for genes
that had a corresponding SwissProt annotated gene pro-
duct to be used as seed, therefore hRSCP and DPPAI,
which are described in the pathway, did not go through
this analysis.

Pathway ancestry

We then focused on the putative origin of these genes,
determining which clade in the human lineage (e.g.
class, order, family) shares each gene. The generation of
ortholog clusters allowed for the determination of the
last common ancestor (LCA) for each of the genes in
the pathway. Figure 2 shows the genes according to
their origin. Genes were arbitrarily considered ancient
for this analysis if their last common ancestor originated
before the divergence of the clade Euteleostomi and are
coloured grey. Genes with a LCA belonging to the clade
Euteleostomi or originated after divergence of Euteleos-
tomi are considered recent genes and are coloured blue.
Ancient origin genes with an ortholog in Drosophila
melanogaster are marked with a red asterisk. This arbi-
trary classification was meant to attract attention to the
two key pluripotency controlling genes, Nanog (ancient)
and Oct4 (modern).

The graph shown in Figure 3 represents the distribu-
tion of all the genes in the pathway according to their
origin respect to clades of the human lineage. It may be
observed that a large quantity of genes originates in cer-
tain periods as seen in Eumetazoa, Coelomata, Euteleos-
tomi and Eutheria. The reasons for this wavelike origin
need to be further analysed. On the other hand, the
apparent origin of complex structures, that characterize
all descendents from a certain moment of evolution,
might have occurred simultaneously to the specialization
of gene groups. The coverage of genomic sequences in
the database is far from homogeneous and can influence
the shape of this graph [79]. In any case, the pattern
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Figure 3 Gene origin in human evolution. Distribution of the
genes in the preimplantation pathway according to their origin in
clades of the human lineage, based on the determination of the
Last Common Ancestor for the ortholog clusters generated by
SeedServer. The y-axis represents the number of genes and the x-
axis represents the taxonomical groups in which the genes
originated.

observed agrees with the expansion of protein families
related to stem cell markers observed in the ray-finned
fish, that is, after divergence of the Euteleostomi [80].

Furthermore, we searched for functional information
related to the D. melanogaster orthologues in order to
determine if these functions are somehow similar or
related to the functions of the corresponding pathway
genes. This was done through a second text mining
approach similar to the first and from the information
recovered a secondary pathway was generated simply to
illustrate the ortholog genes and their relative functional
roles (Additional file 2). The regulatory pathways in
which these genes are involved show us that these genes
are all related to some part of Drosophila embryo devel-
opment, some of them with highly conserved functions
still observed in the preimplantation pathway described.
An example is the Hippo signalling pathway, which is
extremely conserved, showing Wts (Lats ortholog) phos-
phorylating Yki (Yap ortholog); this modification pre-
vents Yki interaction with Sd (Tead4 ortholog). The
correlation between the human gene names and corre-
sponding D. melanogaster ortholog names can be found
in Additional file 3 and also the PMID reference for the
gene function in Drosophila development.

Discussion

The use of text-mining tools for the generation of reg-
ulatory pathways is an effective approach and it is
important for the current interest of gathering data
related to an organism or biological process. The
search for information related to a specific concept
such as “preimplantation development” resulted in the
selection of data related to this process only. When
other tools such as iHOP [1] and STRING [2] are used
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for the search of biointeractions, it is necessary to
know the names for the genes you are interested on
and the information is then retrieved. Moreover in the
case of iHOP, the information retrieved consists of a
large list of papers related to the gene of interest,
which need to be manually analysed to extract the
information related to the specific process. In the case
of STRING, the result of a query is a network of direct
associations to other genes, which can be activations,
repressions, or unknown, but for which it is not possi-
ble to perform a search restricting the query to a spe-
cific process for which you seek to determine the
involvement of a given gene.

The approach described in this work (using PubMed,
MedlineRanker, PESCADOR) summarized in Figure 4,
allows the researcher to initiate the study of a pathway
without knowing exactly the genes involved, simply by
selecting the published information related to the pro-
cess of interest. The manual curation required to create
a pathway through this approach is significantly smaller.
However, the verification of all the interactions high-
lighted by the tool is essential. Text-mining is not able
to eliminate the selection of false interaction pairs; in
the case of LAITOR (contained in the PESCADOR plat-
form), the type 3 and 4 interactions can present genes
with no association specified in the text [20].

The text-mining data contribute the complete descrip-
tion of the pathway in the form of a literature review, a
necessary step for the validation of the regulations
represented, and for the inclusion of the pathway in a
specific database, such as KEGG Pathway. The establish-
ment of this procedure for pathway generation allows
future work to enlarge the knowledge on subjects still
not approached, such as regulatory pathways for several
types of cancer, mechanisms of pathogen resistance in
plants and response to abiotic stresses in plants, among
other themes of interest.

The inclusion of the preimplantation pathway in data-
bases such as the KEGG database will allow automatic
annotation for several other organisms, as it is usually
done in this database. Concurrently, a laboratory with a
specific interest can promptly build a similar Pathway
for its local use. From the 86 genes present in the path-
way, 20 do not possess entries in KEGG Orthology and
would constitute important additions. Considering that
the contribution of KEGG for the sequence recruitment
in the SeedServer clusters is only 25% of the total num-
ber of sequences, some organisms evolutionarily diver-
gent from the ones represented in KEGG begin to play
a more relevant role for a more efficient annotation of
new sequences. It is relevant to stress that only the See-
dLinkage and UEKO components of SeedServer are cap-
able of clustering sequences proceeding from organisms
without a complete genome project. Moreover, linkage



Donnard et al. BMC Genomics 2011, 12(Suppl 4):S3 Page 9 of 13
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/12/54/S3

List of
PubMed IDs |

Background set

10 selected
PMIDs

1000 relevant
PMIDs

PESCADOR
Tagged
abstracts

Manual curation

Pathway
construction

Uniprot ID for
each gene

LCA
determination

Figure 4 Pathway construction flowchart. The initial step consists of a PubMed search with the subject of interest (e.g. preimplantation
development). The list of PubMed identifiers (PMIDs) obtained in the search is then used in the web tool Medline Ranker as the background set
along with a list of PMIDs of manually selected abstracts considered informative which form the test set. The tool generates a list of abstracts
classified by order of relevance. Best 1000 abstracts are recovered and their corresponding PMID is then introduced in the PESCADOR platform.
Abstracts are tagged by PESCADOR and provide a source of biointeractions for manual curation and pathway construction. UniProt IDs for
products of the genes present in the final pathway are obtained and used as seed in SeedServer. The software recruits homologues for each
gene and creates the final clusters. Taxonomy IDs from each cluster can be used for Last Common Ancestor (LCA) determination.
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of recruited to seed sequences are verified with PSI-
BLAST.

Another important contribution from the ortholog
clustering by SeedServer is the identification of candi-
dates for Swiss-Prot Annotation. Swiss-Prot annotation
depends on the correct association of sequences to gene
families and proteins with known function, using the
available literature as a reference. The annotation is
facilitated since each of the genes is associated with
PubMed Identifiers (PMIDs) stored in the PESCADOR
tool, which are important references for the related
orthologs.

The search for functional information for the D. mela-
nogaster orthologues revealed the involvement of the
genes in processes related to the embryonic develop-
ment and was also a good validation for the clustering
by SeedServer, since all sequences from D. melanogaster
that clustered to the initial human and mouse genes
present an embryo development related function.

Generation of correct clusters is essential for the cor-
rect determination of gene ancestry, but it is not the
sole limiting factor. Sequencing of key organisms from
taxonomic outgroups relative to the ones with complete
genome sequences available will be a crucial source of
sequences that will allow a revaluation of gene ancestry.
Meanwhile, additional sequences clustered by software
(SeedLinkage) and database enrichment (UEKO)
improve the inspection of ancestry.

Determination of the ancestry for the genes in the
preimplantation pathway was nonetheless a central
analysis, given the expectancy that this pathway would
be mainly formed by more contemporary components.
Our data suggest that an ancient fraction of the path-
way including Nanog and Sox2 originated before Chor-
data, whereas a modern fraction including Oct4 and
LIF has appeared near the origin of Eutheria, the pla-
centary organisms. Thus, an important transcriptional
pathway comprising ancient and modern members has
been characterized with text mining, and homologues
search with SeedServer promptly allowed LCA
determination.

Conclusions

Generation of regulatory pathways through text-mining
tools allows integration of data generated by previous
studies for a more complete view of a biological process.
If the genes present in this pathway are associated with
clusters of orthologues this information is added to the
pathway making the visualization of the same process
available for different organisms. The analysis of orthol-
ogy also permits determination of the ancestry of the
genes involved in the process leading to a better under-
standing of the evolution of such process.
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Methods

Text-mining and pathway construction

NCBI's PubMed database was used as a source of avail-
able literature (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
for the text-mining approach. The search query used
was “preimplantation development” and the PubMed
identification numbers of the selected papers (PMIDs)
were saved as a text file. Ten papers were selected
manually by us to be used in the Medline Ranker soft-
ware ([19]; http://cbdm.mdc-berlin.de/tools/medlineran-
ker/). These papers, (references [23,26,28,29,31,50,
59,81,82]), were considered by us as highly informative
because they described numerous gene regulations con-
cerning preimplantation development. We used the
PMIDs retrieved by the PubMed search as the back-
ground set and the 10 manually selected PMIDs as the
training set. After classification by order of relevance we
selected the 1000 better-classified abstracts for further
analysis presenting a p-value < 0.01. These abstracts
were then submitted through PESCADOR (manuscript
under preparation, Barbosa-Silva et al.), an online plat-
form for the software LAITOR [20]. After PESCADOR,
results were manually curated and the gene biointerac-
tions recovered were used to build a regulatory pathway
in Keynote MacOS according to the markup language
used by KEGG for pathway construction (KGML can be
found at http://www.genome.jp/kegg/xml/docs/). This
process consisted mainly of finding the highlighted
interaction in the abstract tagged by PESCADOR, con-
firming its involvement in the preimplantation develop-
ment by checking the corresponding paper and drawing
this interaction in the pathway picture.

SeedServer search for homologues

UniProt IDs for human and mouse gene products corre-
sponding to each of the genes represented in the preim-
plantation pathway were used as seed in the SeedServer
software (not published, Guedes et al.). SeedServer is a
web application (http://biodados.icb.ufmg.br/seedserver/)
which searches for homologous sequences through two
components: the program SeedLinkage [78] and the
databases KEGG Orthology (KO) [5] and its enriched
version UEKO (unpublished, developed by Fernandes et
al. by application of the procedure described to enrich
COG [10] to the KEGG Orthology database). Clustering
was verified by PSI-BLAST searches using seed
sequences as query and the recruited proteins as data-
base, and eventual false positives were discarded (1.5%
of the recruited sequences).

LCA determination
Clusters generated for each of the pathway genes were
used to determine the Last Common Ancestor (LCA) of
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each gene. Each cluster provided a list of Taxonomy IDs
corresponding to the organisms in which orthologs of
the pathway genes were found. The clade in the human
lineage that comprised these Taxonomy IDs as leaves in
the Taxonomy Tree was considered to bear the LCA.

Note added in proof

PESCADOR, referred in the text as in preparation, is
now published: PESCADOR, a web-based tool to assist
text-mining of biointeractions extracted from PubMed
queries. Barbosa-Silva A, Fontaine JF, Donnard ER,
Stussi F, Ortega JM, Andrade-Navarro MA. BMC Bioin-
formatics. 2011 Nov 9;12(1):435. [Epub ahead of print]
PMID: 22070195[83].

Additional material

Additional file 1: Homolog clusters. Clusters of homologous
sequences found by SeedServer for each of the genes in the
preimplantation pathway. For each gene, the left column shows the
clustered sequence Uniprot ID and the right column shows the
Taxonomy ID for this sequence.

Additional file 2: Ortholog functions in Drosophila melanogaster.
This figure represents the corresponding D. melanogaster orthologs
found by SeedServer and their respective interactions and functions in
fruit fly development. Note that these orthologs are involved in
processes related to D. melanogaster embryo development. See
Additional file 3 for a table with gene name correspondence between
the genes in this figure and the ones on Figure 3.

Additional file 3: Gene correspondence table. Human and Drosophila
melanogaster gene name correspondence for the orthologs grouped by
SeedServer. Column 3 lists the PubMed identifiers (PMIDs) from the
papers where functions described in Additional file 2 were found.
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