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1. Justificativa

A identificação de grupos de genes ortólogos é extremamente importante em diversas aplicações úteis ao estudo da genômica, biologia molecular, genética e evolução. No contexto genômico, a identificação de novos genes em organismos recém-sequenciados é realizada, principalmente, através de buscas por similaridade em bancos de dados de genes conhecidos e bem anotados, sendo que se busca encontrar uma relação de ortologia entre o gene seqüenciado e genes encontrados nos bancos de dados. Freqüentemente a ancestralidade comum presente nestes genes ortólogos denota também o compartilhamento da mesma função biológica e molecular, permitindo a anotação gênica. No ramo da genética e da evolução, apenas se podem comparar diferentes espécies através da utilização de genes que tenham uma história evolutiva comum, ou seja, genes ortólogos. Genes relacionados à produção de ATP, como o citocromo-B, por exemplo, são os principais recursos utilizados na comparação entre espécies e na elucidação da distância genética entre elas, assim como na descoberta da história evolutiva e no tempo em que tais espécies divergiram de seu ancestral comum. Portanto, a descoberta ou a proposição de novos métodos de identificação mais precisa de genes ortólogos pode auxiliar nos estudos evolutivos entre espécies próximas ou distantemente relacionadas.

Todos os genes e proteínas existentes hoje nos organismos vivos derivam de um pequeno número de genes que já existiam no último ancestral celular, o LUCA (Last Universal Common Ancestor). Os genes presentes nos organismos vivos atualmente descendem, portanto, de eventos de duplicação de genes ancestrais seguidos por mutações geradas aleatoriamente e selecionadas ao longo do tempo pelo processo evolutivo. É interessante notar que a reconstrução in silico de genes e organismos ancestrais permite um entendimento mais preciso da forma como atua a evolução e a seleção natural na modificação dos genomas. Assim, conhecendo-se um possível ancestral, pode-se analisar como aconteceram as modificações evolutivas até que fossem gerados os genomas existentes no presente. Além disso, o entendimento da evolução e da modificação na estrutura dos genes a partir de organismos ancestrais nos permite entender melhor também o surgimento das famílias gênicas, facilitando os estudos de classificação funcional de proteínas e permitindo a datação aproximada do surgimento de novos motivos funcionais ou estruturas tridimensionais protéicas.

A bioinformática é uma nova área de atuação que surgiu espontaneamente da enorme quantidade de dados produzidos nesta nova etapa genômica da pesquisa científica mundial. Esta “anatomia molecular”, a genômica, tem nos permitido identificar e conhecer a fundo como funcionam os organismos num sentido mais molecular e basal. No entanto, grande parte dos estudos em bioinformática tem se mostrado como repetições e aplicações das mesmas técnicas em novos dados genômicos que são gerados nos grandes centros de sequenciamento mundiais. Acreditamos, entretanto, que a bioinformática deve buscar a geração de novos conhecimentos em sua área própria de atuação, estabelecendo-se como uma ciência per si. Portanto, o projeto que apresentamos aqui é puramente bioinformático e vem retomar o aspecto científico deste empreendimento, mostrando que é possível fazer ciência de verdade e partir em busca de novos métodos e novo conhecimento, testando hipóteses de trabalho e validando-as através da utilização de computadores, seqüências sintéticas ou de organismos virtuais e experimentos reais in silico.

O estudante proponente da presente proposta foi o primeiro colocado na seleção, há cerca de quatro anos atrás, para o ingresso na primeira turma do doutorado em Bioinformática da UFMG e será o primeiro aluno deste programa de pós-graduação a defender sua tese. O aluno publicou mais de dez artigos desde que ingressou no doutorado e passou por um treinamento (doutorado sanduíche) em um dos principais centros de genômica de todo o mundo, o Sanger Centre, na Inglaterra, de forma que se mostra plenamente capacitado e entusiasmado para iniciar esta pesquisa científica em uma área de seu interesse. 
O momento atual da pesquisa em bioinformática na UFMG é particularmente favorável a este tipo de projeto. A UFMG e a USP apresentam os dos dois únicos programas de Doutorado em Bioinformática no Brasil que agora começam a dar frutos com a defesa de seus primeiros doutores. Assim, é de grande importância para o Departamento de Bioquímica e Imunologia desta instituição, o incentivo do governo estadual e da FAPEMIG na formação de grupos de pesquisa voltados exclusivamente para projetos nesta área – como vem fazendo o Laboratório de Biodados – que possam contribuir cientificamente para a melhoria da qualidade deste programa de pós-graduação. Acreditamos que a pesquisa em bioinformática deva ser cada vez mais incentivada e priorizada, tanto em nível nacional quanto estadual, principalmente devido ao seu baixo custo, já que com computadores não muito sofisticados e a utilização da infinidade de dados presentes nos enormes bancos de dados públicos, é possível produzir ciência de alto nível. Além disso, as pesquisas em bioinformática já fizeram da UFMG um centro incipiente de referência na área em nosso país, mas torna-se preciso consolidar esse estado através da realização de pesquisas avançadas de extrema relevância científica, como é o caso da presente proposta. Além disso, a pesquisa em bioinformática em todo o mundo vem crescendo em ritmo acelerado, sendo estratégico o desenvolvimento de novos projetos que possam contribuir com a inclusão do estado de Minas Gerais na fronteira moderna da pesquisa em biologia, medicina e ciência da computação.
2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Realizar pesquisa científica em bioinformática no sentido de produzir um novo método para o agrupamento de genes em grupos de ortologia, com implicações na identificação de novos genes, estudos de evolução de genes e proteínas e genômica comparativa. Na mesma linha de pesquisa, segue a construção de genomas de organismos ancestrais que permitirão um melhor entendimento do processo evolutivo e do surgimento de famílias gênicas e protéicas.
2.2. Objetivos Específicos
1. Testes extensos da nova matriz de substituição de aminoácidos produzida (EVOLUSUM);

2. Montagem de grupos de ortologia a partir de alinhamentos locais e/ou globais utilizando a matriz EVOLUSUM;

3. Definição de uma métrica computacional baseada na matriz EVOLUSUM para calcular distâncias entre genes e grupos de genes;

4. Avaliação das distâncias entre genes de organismos proximamente relacionados (usando bactérias do gênero Corynebacterium como modelo);
5. Produção do genoma ancestral do gênero Corynebacterium, utilizando para isso as quatro espécies de genoma já seqüenciado (a saber: C. jeikeium, C. glutamicum, C. diphtheriae e C. efficiens) e a espécie C. pseudotuberculosis, cujo genoma vem sendo seqüenciado pelo Projeto Genoma Minas, financiado pela FAPEMIG;
6. Elaboração e submissão de pelo menos dois artigos científicos em revistas científicas de alto impacto.

3. Revisão Bibliográfica
3.1. Da Definição de Ortologia e Paralogia

Ainda hoje existe uma controvérsia na utilização dos termos ortologia e paralogia (Jensen, 2001). Ultimamente tais termos têm sido muito utilizados na biologia genômica para expressar relações funcionais entre genes (Gerlt and Babbitt, 2000), algo bem diferente da definição original formulada por Walter Fitch, em 1970. Genes ortólogos têm sido considerados aqueles homólogos que apresentam a mesma função em organismos diferentes; já os genes parálogos têm sido considerados homólogos, presentes num mesmo organismo, que não apresentam a mesma função (Gerlt and Babbitt, 2000; Jensen, 2001). Entretanto, os conceitos de paralogia e ortologia não apresentam esse significado funcional e sim um significado evolutivo (Fitch, 1970; Fitch, 2000). Segundo Fitch, a determinação de ortologia ou paralogia está relacionada a eventos de evolução gênica: genes que tenham sido duplicados dentro de uma mesma linhagem são parálogos, não importando se possuam ou não a mesma função; já os genes que foram modificados dentro de linhagens específicas, após especiação (aqueles nos quais, ao voltarmos à sua origem, chegamos a uma bifurcação ou Y invertido) são chamados ortólogos.
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Figura 1: Definição de ortólogos e parálogos. A1 tem três ortólogos na espécie C, mas somente C1 é ortólogo de B1; já B2 tem dois ortólogos na espécie C (C2 e C3), onde C1 e B2 são parálogos. Adaptado de Jensen, 2001. Obtido em http://www.icb.ufmg.br/~franc/cool/bioinfo/ortologos.htm


Embora novos trabalhos tenham tentado definir ainda conceitos mais complexos de paralogia e ortologia, gerando novos termos como out-parálogos (genes B e C da figura 1) e in-parálogos (como é a relação entre o gene B2 e os genes C2 e C3) (O’Brien et al., 2005; Remm et al., 2001), neste trabalho achamos mais adequado utilizar os termos originais definidos por Fitch para definir os conceitos de ortologia e paralogia.
3.2. Agrupamentos de Genes Ortólogos


Considerando as inúmeras facilidades que proporcionam a formação de grupos de genes ortólogos em diversas áreas, como na anotação gênica, genômica comparativa e nos estudos de evolução de genes e proteínas, várias ferramentas, serviços e bases de dados têm sido disponibilizados nos últimos anos nesse sentido, como o KEGG Orthology (Mao et al., 2005), OrthoMCL (Li et al., 2003), OrthoMCL-DB (Chen et al., 2006), Inparanoid (O’Brien et al., 2005), OrthoParaMap (Cannon and Young, 2003), EGO (Lee et al., 2002), dentre diversos outros (Dessimoz et al., 2006; Storm and Sonnhammer, 2002; Chen and Jeong, 2000). O primeiro desses serviços surgido, o COG (Tatusov et al., 1997; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG) permitiu uma rápida e eficiente forma de se realizar a referência cruzada entre genes de várias espécies bacterianas (Galperin and Koonin, 2001), facilitando a anotação genômica (Natale et al., 2000), a classificação de proteínas em famílias gênicas, estudos de evolução em procariotos (Tatusov et al., 2001) e a identificação de genes candidatos para o desenvolvimento de novas drogas (Galperin and Koonin, 1999). Devido a todas essas facilidades de análise trazidas por agrupamentos de genes ortólogos, sugerimos na proposta a seguir a montagem de um serviço próprio, acoplado à produção de um banco de dados, para o agrupamento de genes ortólogos eucarióticos. Para isso, nos basearemos em análises de best hits de BLAST, como é feito em grande parte dos serviços já existentes, mas utilizando uma nova matriz de comparação de cadeias de aminoácidos derivada de nossos estudos da relação entre o código genético e a evolução de proteínas. 
Mas por que acreditamos que este nosso serviço será melhor do que os já existentes? Embora fique transparente para o biólogo molecular, o alinhamento de seqüências de biomoléculas através de programas bem conhecidos em bioinformática, como o BLAST (Altschul et al., 1997), fundamenta-se tanto num algoritmo complexo para a comparação destas seqüências quanto em uma matriz de substituição de nucleotídeos e/ou aminoácidos. É essa matriz de substituição que dá os valores (scores) de substituição entre os aminoácidos, pontuando cada troca entre eles com um certo valor a ser contabilizado no escore do alinhamento. Hoje em dia, duas matrizes de substituição são freqüentemente utilizadas para o alinhamento de seqüências de proteínas, as matrizes PAM e BLOSUM (Henikoff and Henikoff, 1992), sendo uma variação desta última, a BLOSUM62, a matriz utilizada como padrão pelo programa BLAST nos alinhamentos protéicos. Apesar de já terem se mostrado eficazes para a realização de tais alinhamentos, essas matrizes foram montadas empiricamente, avaliando-se as substituições entre blocos de aminoácidos conservados em proteínas já existentes para o cálculo dos valores de substituição entre cada par de aminoácidos (Henikoff and Henikoff, 1992). O presente trabalho propõe a criação, teste e análises extensivas de uma nova matriz de substituição, criada por nós, que se baseia não na comparação empírica das moléculas, mas no código genético e na evolução das proteínas baseando-se no modelo de mutação passo-a-passo (stepwise model mutation). A utilização desta matriz proposta aqui, batizada de EVOLUSUM, tem claras implicações no processo da análise evolutiva de seqüências de protéinas, tratando especificamente da forma como os genes codificadores de proteínas modificam seu conteúdo ao longo da evolução e alteram a composição de aminoácidos das mesmas, sendo mais adequada para estudos evolutivos e de descoberta e análise de genes ortólogos e parálogos. Esta idéia de uma montagem de uma nova matriz de substituição baseia-se também em esforços recentes de adaptação dessas matrizes amplamente utilizadas (PAM e BLOSUM) para situações especiais, como por exemplo, razões muito divergentes de AT:GC entre as seqüências usadas como consulta (query) e as seqüências buscadas no banco de dados (subject) (Altschul et al., 2005). A relevância de tais estudos se mostra clara quando percebemos que até mesmo o autor do mais utilizado programa de alinhamentos de biomoléculas (BLAST), Stephen Altschul, vem usando sua experiência para tratar desses assuntos (Altschul et al., 2005; Kann et al., 2005; Yu et al., 2005). Inclusive já iniciamos um contato com este pesquisador e estamos verificando a possibilidade de uma colaboração entre a UFMG e o NCBI para tratar deste tópico. 

A presente proposta baseia-se no fato de que ainda não foi desenvolvido nenhuma matriz especialmente projetada para a produção de agrupamentos de genes ortólogos e parálogos, o que pode ser obtido usando os procedimentos descritos na próxima seção. Implicações e ligeiras modificações desta técnica podem ainda auxiliar na reconstrução de genes ancestrais, uma área em franco desenvolvimento que ainda é baseada nas mesmas métricas de distância tradicionais.
Outro ponto forte da presente proposta consiste na produção de um sistema sintético (in silico) de produção de genes ortólogos e parálogos que funcionará como controle positivo de nossos resultados (veja seção 5). 
3.3. Reconstrução de Genes, Proteínas e Genomas Ancestrais

A reconstrução da história evolutiva, classicamente realizada apenas com base em características morfométricas, hoje em dia não pode deixar de lado a análise de seqüências de DNA e proteínas, extremamente abundantes em bancos de dados públicos, como o GenBank (Benson et al., 2006). A princípio, o foco da reconstrução filogenética era a espécie, todavia, com o desenvolvimento da biologia de sistemas, as análises passaram a não mais ter um foco no organismo, mas nos genes que os constituem. Essa visão genecêntrica – que parece ter sido iniciada com a publicação do livro, hoje clássico, “O Gene Egoísta” (Dawkins, 1976) – tem tornado as espécies nada mais do que um grande saco de genes, sendo que cada um deles parece apresentar uma história evolutiva diferente. 
A reconstrução de seqüências gênicas e genômicas ancestrais nos permite inferir dados interessantes sobre a história evolutiva dos genes e organismos (Chang et al., 2005), permite estudar a adaptação e relacionar mudanças comportamentais e funcionais com dados genômicos e paleontológicos (Krishnan et al., 2004; Cai et al., 2004; Chang and Donogue, 2000). Vários métodos para a reconstrução de genomas ancestrais têm sido utilizados, principalmente aqueles baseados em métodos baseados em distância (Saitou and Nei, 1987; Bruno et al., 2000), parcimônia (Jermann et al., 1995) e em máxima verossimilhança (Koshi and Goldstein, 1996; Yang et al., 1995). Apesar de publicados já há algum tempo, esses métodos foram recentemente estudados e re-avaliados em um trabalho bastante recente (Williams et al., 2006). Os métodos baseados em distância, como o que aqui será exposto, têm a vantagem de serem mais simples e permitirem a utilização de um grande conjunto de seqüências (Cai et al., 2004), como é o caso quando tentamos relacionar extensas seqüências de genomas completos de organismos procarióticos, como apresentaremos em nossa proposta de trabalho.
4. Proposta

A seguir apresentamos, passo a passo, a construção do raciocínio que nos levou a propor o presente projeto. Embora alguns conceitos sejam óbvios a qualquer geneticista ou biólogo molecular, acreditamos que seja interessante mostrar a evolução de nosso pensamento para justificar nossa pesquisa e nossas proposições.

4.1. A Gênese Gênica está Atrelada à Seqüência dos Genes Ancestrais


Parece óbvio que a evolução dos genes não é uma evolução livre – no sentido de que um gene específico evoluindo e acumulando mutações não pode se transformar em qualquer outro gene. Todos os novos genes e, conseqüentemente, as novas proteínas que surgem ao longo do tempo, são produzidos através de mutações em genes ancestrais. Assim, os novos genes que surgem em organismos biológicos não podem ter uma seqüência de bases qualquer, aleatória, como aquela que poderia ser formada ao se reunirem bases nitrogenadas randômicas em fila, uma após a outra. A seqüência de todo gene novo que surge está intimamente atrelada à seqüência de nucleotídeos de um gene ancestral que tenha sido duplicado e ao qual tenham sido acumuladas mutações aleatórias.
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Figura 2: Gênese gênica. O surgimento de novos genes está sempre atrelado à ocorrência de mutações em um gene ancestral. Um novo gene não surge através da reunião de nucleotídeos aleatórios dispostos em determinada ordem.
4.2. Da Íntima Relação entre a Evolução e o Código Genético

Quando dizemos que há uma íntima relação entre a evolução molecular e o código genético, queremos dizer que uma proteína apresentando o aminoácido Metionina (codificado, em DNA, pelo códon ATG) em determinada posição, por mais que acumule mutações, dificilmente a trocará por uma Histidina (codificada por CAC ou CAT) na mesma posição, pois precisaria acumular mutações nas três bases do códon para sofrer essa modificação. Seria muito mais provável que esta Metionina fosse trocada, por exemplo, para uma Isoleucina, que apresenta os códons ATT, ATC ou ATA, distantes de ATG por apenas uma única mutação.

Voltando a tratar da gênese gênica, concluímos então que os novos genes, gerados por mutações em genes ancestrais, apresentarão proteínas que estarão também atreladas, com relação à sua seqüência primária, às proteínas ancestrais devido à forma como é estruturado o código genético. Em alguns experimentos preliminares, realizamos testes utilizando seqüências policodônicas (veja Figura 3) para cada um dos sessenta e quatro códons e submetemos tais seqüências sintéticas, contendo 100 poli-códons idênticos, a mutações aleatórias. Após várias rodadas de mutações, traduzimos os poli-códons mutados para seqüências de proteínas e verificamos a chance relativa de substituição dos aminoácidos entre si, sob influência unicamente da estruturação do código genético (veja a seção 5 para mais informações).
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Figura 3: Mutações em seqüências poli-codônicas para avaliar a proximidade dos aminoácidos de acordo com o código genético. Experimento realizado onde seqüências poli-codônicas são sujeitas a mutações pontuais. Verifica-se que uma única mutação em códons para o aminoácido Metionina (M) produz uma proteína com determinados e específicos aminoácidos, enquanto outros aminoácidos só aparecem na proteína mutada caso tenham acontecido duas mutações nós códons iniciais. Há aminoácidos, como se pode observar na figura, que aparecem com uma ou duas mutações em um poli-M, o que torna a análise ligeiramente mais complexa. Outros aminoácidos só apareceriam em nossa seqüência final caso ocorressem mutações em cada uma das três bases constituintes do códon que codifica M. Isso demonstra que, para cada aminoácido, há certos aminoácidos para os quais se muta mais freqüentemente e denota-se, portanto, uma clara interdependência entre a seqüência do gene novo (mutado) e a seqüência do gene ancestral (poli-códon). Conseqüentemente, o código genético parece interferir no processo de divergência de genes homólogos. Analisando a chance de mutação de cada aminoácido para todos os outros, produzimos nossa matriz EVOLUSUM.

Analisando também a tabela do código genético, consegue-se ter uma idéia aproximada de quais aminoácidos estarão mutando, com mais freqüência, entre si.
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Figura 4: O código genético. Analisando a tabela do código genético universal é possível observar quais aminoácidos mutariam mais freqüentemente entre si. Para isso basta observarmos as linhas e colunas. Dados mais precisos já foram gerados nesse sentido (veja a seção 5 para mais informações).
4.3. Das Matrizes de Substituição


Como já comentado, as mais poderosas ferramentas que temos para analisar a similaridade entre genes são os programas de alinhamento de seqüências, dentre os quais o mais utilizado deles é o BLAST (Altschul et al., 1997). Tais programas comparam uma seqüência de entrada com um banco de dados de seqüências e nos mostram as seqüências mais similares com as nossas. Mas como funciona esse alinhamento?

O alinhamento de seqüências de biomoléculas é realizado segundo um algoritmo que compara e dá valores de pontuação cada vez que se encontram nucleotídeos ou aminoácidos similares (Prosdocimi et al., 2002). Essa pontuação é definida por uma matriz de substituição. No caso de nucleotídeos, utiliza-se freqüentemente uma matriz simples que dá pontos altos para coincidências nucleotídicas e pontos baixos para diferenças entre a seqüência de entrada e as seqüências dos bancos de dados – algumas delas levam em consideração, entretanto, a maior proporção de transições do que transversões. 


Em se tratando do alinhamento de seqüências protéicas, entretanto, a matriz de pontuação mais utilizada para esses estudos é conhecida como BLOSUM (Henikoff and Henikoff, 1992; Henikoff and Henikoff, 1996). Essa matriz foi gerada através da comparação entre blocos de proteínas apresentando 62% de similaridade, onde foram observadas as freqüências entre as substituições aminoacídicas e, assim, construiu-se essa matriz que apresenta determinadas pontuações (logaritmo ajustado dessas freqüências de substituições) dependendo de quais aminoácidos tenham sido substituídos por quais. A matriz também pondera a freqüência de ocorrência do aminoácido em proteínas, independentemente de posição. A figura abaixo apresenta a matriz em questão:
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Figura 5: A matriz de substituição mais utilizada para o alinhamento de seqüências de proteínas, BLOSUM62. 

Está claro, entretanto, que a matriz BLOSUM62 não está baseada diretamente num fator evolutivo e, sim, na similaridade medida empiricamente entre seqüências protéicas, reunidas segundo critério empírico. Ainda assim, ela é a matriz mais utilizada para a realização de estudos que tentam reunir genes que apresentem ancestralidade comum, como genes ortólogos e parálogos. Acreditamos, portanto, que um método baseado diretamente num caráter evolutivo de modificação das seqüências gênicas observado a partir de simulações mutacionais baseadas no código genético seja mais apropriado para esse tipo de estudo. Dessa forma, já temos um esboço de uma nova matriz de substituição baseada nesse tipo de simulação e o presente projeto pretende propor testes extensos dessa matriz em diferentes aplicações de uso corrente na genética, bioinformática e genômica, como: 1) reconstrução de grupos de ortólogos; 2) identificação de genes parálogos; 3) reconstrução de proteínas e genes ancestrais; 4) reconstrução de genomas inteiros ancestrais; 5) descoberta das inter-relações de “parentesco” evolutivo entre os genes de um ou mais organismos. 
4.4. Implicações para a Descoberta de Grupos de Ortologia

Utilizaremos, então, a nova matriz de substituição gerada (EVOLUSUM) para realizarmos alinhamentos entre as proteínas de 7 organismos eucarióticos de genoma já completo, a saber: o nematódeo Caenorhabditis elegans, a mosca das frutas Drosophila melanogaster, o Homo sapiens, a planta Arabidopsis thaliana, dois fungos unicelulares Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe e o microsporídio parasita intracelular conhecido como Encephalitozoon cuniculi. Dessa forma, utilizaremos os melhores resultados (best hits) do alinhamento gerado pelo programa — a princípio usaremos o programa de alinhamento local BLAST, mas também pensamos em tentar uma estratégia alternativa usando uma ferramenta que implementamos e que realiza um alinhamento global baseado no algoritmo de Needleman & Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970) – para reconstruirmos os grupos de genes ortólogos entre os organismos, baseados em uma estratégia similar ao KOG (Tatusov et al., 2003). Assim, através da utilização da estratégia de Melhores Alinhamentos Recíprocos (BBH ou Bidirectional Best Hits), tentaremos reconstruir os grupos de genes ortólogos da mesma forma como realizada na geração da base COGs (cuja versão eucariótica é denominada KOG), à exceção da utilização da matriz de similaridade EVOLUSUM.

A estratégia adotada na base COGs, implica na realização de alinhamentos locais BLAST de todos os organismos entre si e na ocorrência de BBHs (Figura 6). Um grupo de ortologia (COG) é criado quando há coincidência de BBH em, pelo menos, três organismos diferentes (Tatusov et al., 1997).

Um dos objetivos da presente proposta é produzir uma versão mais moderna do KOG, utilizando mais organismos eucarióticos de genoma já inteiramente seqüenciado e a produção de um banco de dados em MySQL para armazenar toda a informação e disponibilizá-la para a comunidade científica.


Testaremos ainda outras técnicas para a reconstrução de grupos de genes ortólogos que serão baseadas em variações de nossa métrica de cálculo de distâncias gênicas.

4.5. Uma nova Métrica para Calcular as Distâncias Gênicas

Outra forma possível para construir grupos de genes parálogos pode se basear no agrupamento (clustering) de genes apresentando escores de alinhamento semelhantes entre si. Através da observação dos escores de alinhamentos locais e/ou globais utilizando a matriz EVOLUSUM, será gerada essa nova métrica de se calcular distâncias gênicas e, assim, poderemos definir espaços de busca para programas de agrupamento de genes baseados em inteligência artificial.
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Figura 6: Visualização da técnica de obtenção de BBHs. O Melhor Alinhamento Recíproco (BBH) só acontece quando um gene é “best hit” de outro numa base de dados e este também é “best hit” do primeiro quando utilizado como “query” para uma busca BLAST.

4.6. Um novo Método para a Reconstrução Genética Ancestral

A obtenção das distâncias entre os genes através da observação do alinhamento utilizando a matriz EVOLUSUM tem, evidentemente, também um aspecto evolutivo claro. Ao compararmos genomas proximamente relacionados poderemos, primeiramente, criar os grupos de genes ortólogos compartilhados entre esses genomas. Uma vez feito isso, seremos capazes de utilizar algoritmos baseados em parcimônia ou em verossimilhança, como ANCESCON (Cai et al., 2004), para reconstruirmos os mais prováveis genes ancestrais entre essas espécies.

Nosso grupo de pesquisa é integrante da Rede Genoma Minas que, financiada pela FAPEMIG, já iniciou o processo de seqüenciamento da bactéria Corybacterium pseudotuberculosis. No âmbito de nossa pesquisa na área, vale notar que existem mais quatro bactérias do mesmo gênero já seqüenciadas e, assim, através da utilização de alinhamentos baseados na matriz EVOLUSUM e em futuras análises, seremos capazes de reconstituir um possível genoma ancestral das Corynebacterium.

4.7. Especulações Futuras


Outra possibilidade claramente evidenciada neste projeto vem do fato de que, uma vez possuindo uma métrica de distância fiel, baseada na evolução, como sugere ser a matriz EVOLUSUM, não se torna tarefa extremamente árdua, definir, através de agrupamentos hierárquicos de genes, quais deles têm ancestrais comuns mais recentes. Parece claro que todos os genes tenham surgido em algum momento da história evolutiva dos organismos através de duplicações de genes ancestrais acompanhadas de modificações geradas por mutação. Portanto, quanto mais próximos os genes, com relação à sua seqüência, mais recente será seu ancestral comum gênico. Dessa forma, se voltarmos na história de vida de todos os genes que existem hoje nos organismos, teremos a chance de descobrir quais teriam sido os genes mais ancestrais presentes, quiçá, no primeiro organismo ancestral de toda a vida na Terra, o LUCA (Last Universal Common Ancestor). É claro que o caminho até definir os genes presentes no LUCA é árduo e, provavelmente, cheio de detalhes que só virão à tona posteriormente. Entretanto, é óbvia a implicação deste trabalho na descoberta destes possíveis genes ancestrais. Vale notar que talvez, nesse ínterim, até voltarmos aos mais prováveis genes do LUCA, tenhamos que realizar outros procedimentos adicionais, como o mascaramento dos domínios funcionais, já que se sabe que a evolução muitas vezes acontece através da ligação destes domínios no evento conhecido como embaralhamento de éxons (Margulis and McCluskey, 1985; Patty, 1999). Por isso mesmo, talvez seja interessante realizar esse tipo de trabalho principalmente com organismos unicelulares, como bactérias, arqueobactérias e eucariotos menos complexos.
5. Resultados Preliminares

Dois trabalhos selecionados e apresentados como pôsteres no ISMB 2006 -- Intelligent Systems for Molecular Biology, o mais conceituado congresso internacional na área de bioinformática, realizado em agosto deste ano, em Fortaleza -- serviram de base para a presente proposta de projeto de pós-doutorado. Os trabalhos em questão foram os seguintes (seus resumos podem ser visualizados na seção 9, Anexos):

· Prosdocimi F, Melo H, Capanema ER, Ortega JM. How protein evolution measured by similarity change and stop codon incidence depends on the genetic code.
· Prosdocimi F, Mudado M, Ortega JM. Successful clustering of ortholog groups by Bidirectional Best Hit (BBH) using organisms modeled from a single ancestral via stepwise mutation.
No primeiro deles, foi realizado o procedimento já descrito brevemente no item 4, que gerou a idéia de se produzir uma matriz de substituição de aminoácidos baseada no código genético. Para este trabalho foram geradas seqüências de genes poli-codônicos (por exemplo: ATGATGATGATGATG) para cada um dos sessenta e quatro códons existentes. Tais seqüências foram submetidas a números variáveis de mutações aleatórias e, posteriormente, as seqüências mutadas foram traduzidas -- baseando-se no código genético universal -- para seqüências de aminoácidos. Assim, ao final do experimento, fomos capazes de contabilizar, para cada aminoácido (somando os dados de cada um de seus códons, no caso de aminoácidos codificados por mais de um códon), a chance de mutação para qualquer outro aminoácido. Dessa forma, foram produzidos os dados brutos que nos levaram à produção da primeira versão da matriz EVOLUSUM.
No segundo trabalho, foram gerados 1000 genes sintéticos ancestrais de composição de bases aleatória que foram mutados um número variável de vezes (cada seqüência acumulou entre 50 e 150 mutações em seus 100 códons). Foram gerados, então, 10 organismos virtuais contendo 2000 genes, sendo que cada um dos 1000 genes ancestrais apresentava um parálogo nestes organismos virtuais analisados. Esses dados, portanto, foram utilizados como controle positivo (pois sabíamos previamente quais genes ancestrais haviam gerado cada um dos 2000 genes de cada um dos 10 organismos virtuais) para avaliar a eficiência de recuperação de genes ortólogos e parálogos através da metodologia de BBH tradicional. Verificamos que, para genes não muito distantes evolutivamente (apresentando 50 mutações), a metodologia se mostrou 100% eficaz, mas que para genes mais distantes (apresentando 150 mutações), há dificuldades na recuperação dos genes homólogos, embora o resultado ainda tenha se mostrado eficaz (>90% de acerto). Este resultado demonstra que há um campo de trabalho para testes de heurística da montagem de grupos de homólogos, permitindo uma modelagem do sistema de construção de genes ortólogos e testes comparativos de diferentes procedimentos para este fim.
Assim, um dos primeiros procedimentos a ser realizado, caso a presente proposta seja aceita, será uma nova realização do segundo trabalho tendo como matriz de busca para o BBH, aquela produzida no primeiro trabalho, de forma a avaliar se haverá, como previsto, uma melhora na recuperação dos genes ortólogos e parálogos ao se utilizar a matriz EVOLUSUM. Essa etapa está contida dentro do primeiro item do cronograma de trabalho, chamado de “testes extensos de alinhamentos globais e locais com a matriz EVOLUSUM”.
6. Recursos Existentes e Metodologia

O laboratório de Biodados consta com seis pontos de trabalho e com uma colaboração intensa com o CENAPAD-MG (Centro Nacional de Processamento de Alto Desempenho), onde utiliza vários servidores (cerca de 25 GHz no total).

O programa BLAST é de distribuição gratuita e já está instalado em todas as máquinas do laboratório. Apenas teremos que testar como realizar a execução do mesmo com a nova matriz de substituição gerada. O programa Needleman-Wunsch também tem uma implementação de utilização gratuita no pacote EMBOSS (Rice et al., 2000), além de que temos também uma implementação própria do laboratório.


Os genomas dos organismos eucarióticos utilizados para montar um agrupamento de ortólogos eficiente está disponível publicamente no GenBank. Vários outros testes serão realizados através da montagem de organismos sintéticos por nosso grupo (dados não publicados).

Os genomas das quatro espécies de Corynebacterium (C. jeikeium, C. glutamicum, C. diphtheriae e C. efficiens) já são públicos e estão depositados no GenBank. O genoma da Corynebacterium pseutuberculosis estará sendo gerado pela Rede Genoma Minas durante o decorrer do trabalho. Como estamos associados aos grupos de sequenciamento e fazermos parte da Rede Genoma Minas, financiada pela FAPEMIG, teremos acesso privilegiado aos dados à medida que eles forem sendo produzidos.


Como recurso humano, temos uma colaboração estabelecida com o pesquisador norte-americano Darren Natale, do PIR, um dos membros da equipe de trabalho do COGs, especialmente do trabalho que descreve o KOG para organismos eucarióticos (Tatusov et al., 2003) e atualmente envolvido na construção da base de dados de famílias conservadas, pelo PIR, cujos dados já nos forma colocados à disposição em caráter muito especial. Além disso, um primeiro contato já foi realizado com o criador do programa BLAST, Stephen Altschul, que se mostrou interessado em ouvir nossas idéias e, possivelmente, iniciar uma colaboração.
7. Cronograma de Trabalho
	Etapa
	Mês de Vigência da Bolsa

	
	01
	02
	03
	04
	05
	06
	07
	08
	09
	10
	11
	12

	Testes extensos de alinhamentos locais e globais com a matriz EVOLUSUM
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Otimização dos valores de escore de alinhamento para definir distâncias genéticas fidedignas
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Reconstrução do KOG baseado na nova matriz de substituição
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Escrita e submissão de artigo para publicação
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Testes de diferentes métodos de reconstrução de genomas ancestrais
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Análise e reconstrução do genoma ancestral do gênero Corynebacterium
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Escrita e submissão de artigo para publicação
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Testes para a reconstrução do genoma LUCA
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9. Anexos

9.1. Resumo dos Trabalhos Relacionados à Presente Proposta que foram Apresentados como Pôsteres no ISMB 2006

a) How protein evolution measured by similarity change and stop codon incidence depends on the genetic code.

Francisco Prosdocimi, Henrique Melo, Eduardo Capanema, J Miguel Ortega

One important source for protein evolution is the successive incurrence of mutations in the coding DNA. It is conceivable that amino acids coded by one single codon such as M and W might be more suitable of contributing to changes in similarity in genes under mutation than those with two or more codons, since some mutations would turn out to be synonymous. We developed a model where proteins composed of 100 residues coded by a single codon were submitted to increasing rounds of random mutation. We observed under 150 mutation rounds that M and W polymers showed equivalent and lowest identity to the original proteins (35%), followed by polimers coded by two codons. Similar result was obtained for the four different codons of the amino acids coded by four codons (50% final identity). As suspected, S codons behave as a group of two and a group of four codons, showing 40% and 50% identity. An interesting behavior was observed for R and L that showed three groups of two codons in respect to the final identity, all of them being more resistant than all others. 


We then set up for determining the ratio of incidence of stop codons in diploid copies of the polymers, and observed that the slot of time without the incidence of stop codons in at least one copy, during the entire mutation period, varied from 10% up to 95%. Remarkably, M was the most prone amino acid to yield the occurrence of stop codons in both copies and W the least one. Amino acids coded by two codons yielded intermediary rates and both codons always attained the same result. Putting the experiments together, we may raise the hypothesis that one important factor on protein evolution is the codon composition, since both similarity change and stop codon incidence seem to depend on the genetic code. We are currently applying mutation on clusters of orthologs that are either evolutionary close or distant to evaluate how codon composition may be affecting protein evolution.
b) Successful clustering of ortholog groups by Bidirectional Best Hit (BBH) using organisms modeled from a single ancestral via stepwise mutation

Francisco Prosdocimi, Maurício A Mudado, J Miguel Ortega
Perhaps the most favorite point of divergence amongst bioinformaticians is the biological meaning of the BLAST results, being similarity searches understood by some researchers as homology searches for ortholog and paralog genes. To approach this debate we set up for modeling synthetic CDS sequences aside their respective deduced proteins. The random proteins composition respected the proportion of occurrence of the codons, thus presenting six R per each M residue. An ancestral organism containing one thousand proteins of 100 amino acids long was created. Afterward, ten different organisms were modeled from the single ancestral via stepwise mutation, ranging from 50 up to 150 mutations per coding strand. Deduced proteins were aligned by BLAST searches using a given organism proteome as query and the remaining nine as formatted database. Remarkably, from the around 9 thousand expected hits, only thirteen were encountered under a reasonable E-value cutoff of 1E-10, when 150 mutations had been introduced per molecule. The resultant alignments averaged around 35% similarity (from 22% up to 80%). However, when the BBH approach was applied with no restrictive E-value cutoff, clusters of orthologs have been formed with over 93.1% accuracy under 150 mutations per molecule, and 100% when 50 mutations per molecule have had applied. No evidence was detected so far for an event able to be classified as convergent evolution. Modeled ortholog groups provide an excellent opportunity for the development of clustering algorithms. We are currently automating the clustering process based on BBH and improving the elimination of paralogs bearing stop codons during synthetic evolution. In conclusion, BBH driven clustering of ortholog groups seems to properly stand for homology searches.
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