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Abstract

Genome can be defined as any hereditary information of an organism and
this information is encoded in DNA. Knowing the nucleotide sequence of a
DNA molecule, we can identify their genes and study them. With advances
in genetics over the past decades it has been possible to decode and map the
genome of various species and compare them what allow us to investigate
how these species are related and find what evolutionary paths that led to
the diversity of organisms observed today. Understanding the evolution of
the genome is fundamental to understanding the evolution of organisms.
As a basis for studying the evolution of genomes we used the approach of
gain/penalty, Mirkin et al. [1], for the inference of ancestral genes common

to orthologous groups of genes present in modern organisms.
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Resumo

O genoma pode ser definido como toda a informacao hereditaria de um orga-
nismo e esta informacao esta codificada no DNA. Conhecendo a sequéncia de
nucleotideos de uma molécula de DNA poderemos identificar os genes que ela
contém e assim estuda-los. Com os avangos da genética ao longo das ultimas
décadas foi possivel decodificar e mapear o genoma de varias espécies e com
isso comparar suas sequéncias de genes o que permite pesquisar como tais
espécies estao relacionadas, isto é, quais os caminhos evolutivos que levaram
a diversidade de organismos observadas atualmente. Compreender a evolu-
¢ao do genoma é fundamental para compreender a evolugao dos organismos.
Como base para o estudo de evolucao de genomas utilizamos a abordagem
de ganho/penalidade, Mirkin et al. [1], para a inferéncia dos genes ancestrais

comuns a grupos de genes ortélogos presentes nos organismos atuais.
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Capitulo 1

Introducao

Cada vez que uma célula se divide, todas as moléculas de DNA devem ser
copiadas para as células resultantes, de modo que estas possuam uma copia
completa do genoma e com isso ter a capacidade de decodificar as informagoes
contidas nos genes, se desenvolver e desempenhar suas fungoes especificas.
No processo de copia, mutagoes podem ocorrer com bastante frequéncia, mas
também pode haver dano devido & insultos ao DNA ocasionados por radicais
livres, por radiacdo ultravioleta, etc. Essas alteracdes podem resultar tam-
bém em mutagoes, as quais, ao longo do tempo, serdo a base para a evolucao
do genoma. Outra fonte importante de evolucao do genoma sao duplicagoes
de genes pois permitem que genes muito especializados possam evoluir sem
prejudicar o funcionamento do organismo. Estima-se, inclusive, que alguns

organismos tenham duplicado o genoma inteiro algumas vezes.

Para representar a historia evolucionéria inferida para um grupo de orga-

nismos, a qual chamamos filogenia, utilizamos um diagrama chamado arvore



filogenética. Essa representagdo permite que visualizemos como as espécies
estao relacionadas entre si e como evoluiram ao longo do tempo. Por exem-
plo, podemos observar praticamente todo o passado evolutivo do ser humano,
desde os organismos mais simples até o ponto em que nossos ancestrais se

separaram de outros primatas e evoluiram até o homo sapiens.

Neste trabalho iremos estudar grupos ortélogos, os quais podem ser defi-
nidos como conjuntos de genes ortélogos, isto é, genes de diferentes espécies,
mas que possuam um gene ancestral comum. Construindo uma arvore fi-
logenética para um grupo ortélogo podemos inferir como se deu a evolugao
para um determinado gene do grupo. Esses dados sdo essenciais para guiar

ou verificar hipoteses para dindmica de crescimento de genomas.

Este trabalho tem como objetivo sistematizar a determinacdo da raiz
ancestral, o gene ancestral comum mais recente, para um gene individual
presente em um dado grupo de genes ortélogos, a partir da analise da ar-
vore filogenética como formulado por Mirkin [1], isto ¢, buscando o cenério
evolutivo mais parcimonioso para um grupo de ortbélogos considerado. Esta
sistematizacao tomara a forma de uma ferramenta computacional para a in-
feréncia da raiz evolutiva de todos os genes de um genoma a partir da rede
filogenética de consenso, isto é, uma arvore filogenética atualmente conside-

rada valida pelos biélogos.



Capitulo 2

Definicoes

2.1 Mutacgoes e a evolucao do genoma

O genoma ao evoluir pode tanto adquirir novos genes quanto perder genes
existentes. A forma como sao adquiridos parece determinar muitas das ca-
racteristicas das redes genomicas. KEssa aquisicdo se da, basicamente, por
duplicacao de genes, de cromossomos ou de todo o genoma, e pela formagao

de novos genes.

Durante o processo de duplicagdao de genes podem ocorrer mutacoes, al-
teragOes nas sequéncias de DNA| as quais podem modificar genes existente e
até mesmo formar novos. Consideravel parte destas alteragbes sdo neutras,
nas quais o DNA foi modificado de tal forma que a informacao armazenada
nao é afetada e as proteinas sdo decodificadas corretamente. Consequente-

mente as células resultantes seguem realizando suas fungdes normalmente.



Entretanto podem ocorrer modificagoes danosas, que prejudiquem o funci-
onamento adequado da célula, ou benignas, as quais eventualmente podem

propiciar alguma vantagem ao organismo.

De acordo com Koonin [2], os eventos elementares para evolugao de genes

podem ser classificados como:

(7) transferéncia vertical com modifica¢oes: quando o gene é herdado
por espécies resultantes de especiac@o e apds terem sofrido modifica-
¢oes(mutacgoes);

(7¢) duplicagao de genes, seguida de transferéncia vertical com modifi-
cacoes: caso em que genes sao duplicados em um organismo, mutam e
depois esses genes sdo herdados pelas geracoes futuras;

(#ii) perda de gene: situacao em que um gene é perdido ap6s a especi-
acao ;

(iv) transferéncia horizontal: transferéncia de material genético entre
espécies;

(v) fusdo, fissdo e outros reordenamentos dos genes: eventos em que
pode haver fusao, fissdo ou reordenamento dos nucleotideos que com-
poem o DNA, que por sua vez formam os genes, que ao serem modifi-
cados levam a ocorréncia desses eventos.

2.2  Genes ortdlogos

Charles Darwin prop6s que “todas as formas de vida organica que ja viveram
na Terra descendem de algum organismo primordial”, ou seja, que os organis-
mos atuais descendem de outros mais ancestrais. Partindo dessa premissa,

podemos supor que tais organismos possuam material genético em comum,



isto &, genes com trechos de seu DNA em comum. Estes organismos sdo

classificados como homologos.

Homologia, em uma definicdo mais abrangente, representa um relaciona-
mento entre quaisquer entidades que possuam uma origem comum. Os genes
relacionados por homologia, isto é, que compartilham uma origem comum,

sao ditos homologos.

Aperfeicoando esta classificagdo, introduzimos os termos genes ortélogos
e pardlogos. Genes paralogos estao relacionados entre si pela duplicagao,
ocupando duas posicoes diferentes no mesmo genoma. Pardlogos geralmente
possuem funcoes idénticas ou similares. Os genes ortdlogos, objeto de es-
tudo neste trabalho, sao aqueles relacionados entre si através da especiacao,
quando uma espécie evolui em duas espécies distintas. Os ortélogos sdo si-
milares entre si devido & sua origem comum e geralmente, mas nem sempre,
possuem a mesma funcao. O estudo da diferenca genética entre ortélogos,
isto é, a andlise da similaridade entre os trechos de DNA que os compsem,

pode ser utilizado para inferir o relacionamento entre organismos.

Os dados necessarios para analisar a ortologia dos genes em bancos de
dados como COG (Cluster of Orthologous Groups) que contém grupos de
ortologos para organismos eucariotos (KOGs) e grupos de ortélogos para
organismos procariotos (COGs). Estes dados podem ser obtidos de base
de dados como o STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Gene/Proteins) [4]. O STRING é um banco de dados e uma ferramenta
web dedicada a interacOes proteina-proteina incluindo interagoes fisicas e
funcionais. A infraestrutura basica do STRING inclui um grupo de geno-
mas completamente seqiienciados e classificacbes de ortologia, combinando

informagoes de diversas fontes incluindo repositérios experimentais, métodos



computacionais de predicao e colecoes de textos publicos e assim, atua como
um meta-banco de dados que mapeia todas as evidéncias de interacao em

um conjunto de genomas e proteinas.

2.3 Arvore Filogenética

Podemos dizer que a evolugao das espécies € um processo de ramificagao.
Com o passar do tempo espécies tendem a se dividir, dando origem a duas
novas espécies e esses novos ramos evoluem independentemente, sofrendo
novas modificagoes e eventualmente dando origem a outras espécies. Ou

seja, evolugdo leva & especiacdo e ao longo do tempo o somatério desses

eventos gerou o que alguns biélogos chamam de arvore da vida.

Uma arvore da vida ou arvore filogenética, na nomenclatura cientifica,
¢ um diagrama geralmente utilizado para representar a histéria das espé-
cies, permitindo visualizar todas as ramificacdes decorrentes dos eventos de

especiagao.

A filogenética estuda o parentesco evolutivo entre organismos, os quais
podem ser determinados com base em suas caracteristicas morfolégicas e
adicionalmente, com o advento do sequenciamento do genoma de diversos
organismos, utilizamos dados moleculares considerando que organismos pro-
ximos, em relagdo & sua evolugdo, possuem semelhancas em suas estruturas
moleculares de DNA e proteinas. Com base nesses dados podemos aper-
feicoar a determinagdo da topologia de arvores para grupos de organismos
inferindo arvores filogenéticas que descrevam caminhos evolutivos mais pro-

vaveis. Esta arvore, aceita como a que possui maior probabilidade de ser a



representacao da evolugdo dos organismos considerados, é chamada arvore

de consenso.

Neste momento se faz util definirmos a nomenclatura utilizada ao nos

referirmos & arvore e seus componentes.

E

Figura 2.1: Elementos da arvore

A Figura (2.1) apresenta os elementos que compoem a arvore. Os ele-
mentos identificados pelas letras de A até E sdo denominados nés externos
ou nos folha, e podem representar espécies, proteinas, genes, etc., existentes.
As letras F até I identificam os nés internos, os quais representam nos ances-
trais, ou seja, espécies nao mais presentes nos dias de hoje. Definimos um né
pai como o ancestral imediato de um dado n6, o qual chamamos de n6 filho.
Na Figura (2.1) F ¢ n6 pai dos nos filhos A e B, enquanto o né ancestral I,
que é a raiz da arvore pois é o 1ltimo ancestral comum dos organismos exis-
tentes, é n6 pai dos organismos representados por H e E. Também podemos

definir como topologia da &rvore a ordem dos n6s na mesma. A arvore da



Figura (2.1) possui 4 niveis, partindo da raiz para os nés externos. A raiz
estd no primeiro nivel, seguida do nivel do né H, o terceiro nivel contendo

os nés F e G e o altimo com os nos A;B,C.D e E.

A @l Homo sapiens
B a2 Pantoglodytes
- b Macaca mulatia

STN LCA h ¢l Ratus norvegicus
:l :;::::;::T;l“_,l c2 Mus musculus.

1 Vertebrata d  Canis familiaris

1 Chordata ¢ Bostawrus

L Metazon
M Opisthokonta

P-) Eukarya

F Monodelphis domestica
g Gallus gallus

ko Xenopus tropicalis

il Takifugu rubripes

i2  Tetraodon nigroviridis
il Danio rerio

M J Ciona intestinalis
N k! Drosophila melanogaster
o k2 Anopheles gambiae
P k3 Apis mellifera
3 i Caenprhabditis elegans

mi Kluyveromyces lactis

m2  Saccharomyces cevevisine
mi  Candida glabrata

md  Eremothecium gossypii
m3  Debaryomyces hansenii
mb  Yarrowia lipolytica

ms o Aspergillus fumigatus

m8 Schizosaccharomyces pombe
mY  Filpbasidiella neoformans
mil Encephalitozoon cuniculi
i Dictyostelinm discoidenm
ol Arabidopsis thaliana

02 Cyanidioschyzon memlae
Pl Plasmodium falciparum
P2 Cryptosporidium hominis
P3  Thalassiosira psendonana
4 Giardia lamblia

Figura 2.2: Arvore filogenética de consenso.

Dado que a construcao de uma arvore nao é o foco deste trabalho, va-
mos utilizar uma arvore de consenso apresentada na Figura (2.2) baseada
na integragdo manual de uma variedade de filogenias [6-11]. Esta arvore foi
construida abrangendo os 35 eucariotos com genomas completamente seqiien-
ciados na época em que o artigo [3| foi publicado. A &arvore da Figura (2.2)
foi ordenada de modo que o primeiro organismo fosse o Homo sapiens, mas
nao precisa, necessariamente, ser dessa forma. O primeiro organismo pode-
ria ser Macaca mulatta, por exemplo. Todos os organismos que estao vivos

hoje evoluiram durante o mesmo tempo desde o inicio da vida, de modo que



qualquer um pode ser colocado no topo da arvore, respeitando a hierarquia
de nos pai-filho, isto é, as bifurcagées permanecem as mesmas, mas a forma
como sao ordenadas na arvore pode ser diferente. Por exemplo, na Figura
(2.2) os nos al e a2 poderiam ser invertidos, de modo que a primeira espécie
na arvore, de cima para baixo, seria Pan troglodytes e a segunda passaria a

ser Homo sapiens.

Na figura (2.2), cada n6 nomeado com uma letra maitascula (A-Q), re-
presenta o ancestral comum dos organismos existentes, e 0 n6é Q é o ultimo

ancestral comum para todos os organismos representados.

Estudando genes pertencentes a genomas de diferentes espécies é possivel,
a principio, reconstruir o cendrio evolutivo de cada gene. Construindo uma
arvore filogenética para um grupo ortélogo, podemos inferir como se deu a

evolucao para um determinado gene do grupo.



Capitulo 3

Desenvolvimento

Para investigar como se d4 a evolugdo de genes, o Grupo de Modelos Te6-
ricos e Computacionais tém feito medidas experimentais da plasticidade,
medida do quanto uma rede de genes é tolerante a modificagoes nos seus
genes. Uma rede muito plastica pode sofrer muitas modificagoes, ja redes
pouco pléasticas nao toleram mutacoes. Plasticidade baixa estd associada a
redes genéticas muito conservadas, que podem estar muito otimizadas, nao
tolerando mudancas as quais poderiam facilmente prejudicar o desempenho
de suas fungoes ou até mesmo inviabilizd-las. Redes pouco plasticas presen-
tes em organismos que nao sofreram modificacoes sugerem redes primitivas,
enquanto que se ainda estdo sendo modificadas podem ser recentes e estardo

presentes em poucos organismos.

As medidas de plasticidade s@o realizadas pela analise da abundéncia e
da diversidade dos KOGs [3]. O conceito de abundancia reflete a quantidade

de ortélogos existentes por organismos e a diversidade apresenta como é a
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distribui¢do de ortélogos nos organismos, de um dado grupo ortélogo.

No artigo apresentado por Castro et al. [3] o estudo é focado na origem
das redes de genes humanos da apoptose e de estabilidade genémica, entao
¢ natural buscar por genes ort6logos a esses para poder determinar seus

ancestrais comuns.

Tendo determinado um gene ou conjunto de genes a ser estudado, veri-
ficamos a qual grupo ortélogo ele pertence e com essa informagdo obtemos
todas as espécies que possuem genes ortdlogos ao gene objeto de estudo.
Todas essas informacGes podem ser obtidas a partir da base de dados do

STRING.

3.1 Abordagem

A partir do grupo de genes ort6logos ao gene escolhido, podemos, utilizando
os dados obtidos do STRING, determinar quais espécies possuem algum
desses genes e a partir dai mapear o padrao filético de genes ortologos, isto

é, o padrao de presenca/auséncia do gene nas espécies consideradas.

Segundo Mirkin et al. [1], a reconstrucao do cenério evolutivo para um
conjunto individual de genes ort6logos pode ser determinada a partir de uma
dada arvore de espécies e um grupo de ortélogos com seu particular padrao
filético. Utilizando estas informacoes devemos encontrar o mapeamento mais
parcimonioso para o conjunto de ortdlogos formado pelos nds internos da
arvore de modo que resultem no padrao filético observado para o grupo de

ortologos escolhido. O cendario evolutivo mais parcimonioso corresponde ao
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cenario que apresente o menor nimero possivel de eventos evolutivos, como

os citados na secao 2.1, para uma dada arvore filogenética.

Mas, para construirmos os cendrios evolutivos com base nos dados de
ortologia, precisaremos realizar uma consideravel simplificacdo: iremos con-
siderar somente dois eventos, o surgimento do gene, independente da forma
como ocorra, e a perda do gene. Esta aproximagao se faz necessaria pois nao
ha informacgao suficiente para distinguir, nos organismos ancestrais, qual
evento foi responsavel pelo qué. Sendo assim, o cendrio evolutivo mais par-
cimonioso serd aquele que combine a menor quantidade de eventos de surgi-
mento e perda de genes nos organismos ancestrais de modo a obter o padrao
filético observado atualmente. Ao analisar a arvore, identificamos o relacio-
namento entre um né pai e um no6 filho para determinar o surgimento (ou
perda) de um gene. Um surgimento terd ocorrido quando o gene nao estiver
presente no né pai mas estiver presente no no6 filho, enquanto que se o gene
estiver presente no né pai, mas nao estiver no né filho, houve uma perda de

gene.

A anélise de parcimoénia utilizando a abordagem de ganho/penalidade

pode ser sintetizada em uma equagcdo de custo:

S=X+7 (3.1)

onde a varidavel X\ representa o ntimero de eventos de perda do gene, v o
numero de eventos de surgimento do gene e o custo S é denominado valor de
inconsisténcia para o KOG. Assim o cenério mais parcimonioso sera aquele
que minimizar a inconsisténcia para o KOG considerado. Para exemplificar

esta abordagem, vamos analisar os exemplos a seguir.
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A B C D A B C D

Figura 3.1: Exemplo de padréo filético de presenca/auséncia de genes para
dois grupos de ortologos distintos (I) e (IT) para as espécies atuais A, B, C
e D. Retirado de Mirkin et al.[1]

Na Figura 3.1 temos a representacao de uma arvore filogenética contendo
quatro espécies atuais: A, B, C' e D. A situagdo (I) representa o padrao
filético para um dado grupo de genes ortologos e a (IT) o padrao para um

outro grupo. Vamos analisar cada um dos casos em separado.

A B C D A B C D

(a) (b)

Figura 3.2: Padrao filético de presenga/auséncia de genes para o caso (I).
Retirado de Mirkin et al.[1]

Na Figura (3.2) temos duas possibilidades: Na situagao da Figura (3.2a)
o gene surgiu no ancestral comum das espécies B, e D e na situacao da Fi-
gura (3.2b) o gene surgiu no ancestral comum a todas as espécies e perdeu-se
posteriormente em A. Considerando a equacao (3.1) o cenario mais parcimo-
nioso é o da Figura (3.2a), pois ha somente um evento, um surgimento do
gene que foi herdado até as espécies B,C e D, de modo que o nd interme-
diario também possui um gene ortélogo. Para esse caso S = 1. Na situagao
da Figura (3.2b) dois eventos ocorreram, um surgimento e uma perda, as-
sim S = 2. Para esse caso, os outros nés intermedidrios também possuem o

gene, de modo que esse seja herdado até chegar as espécies B,C e D. Qual-
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quer outra combinagao de surgimento/perda de gene ira levar a um valor de

inconsisténcia maior do que S = 1.

A B C D A B C D
{a) (b}

Figura 3.3: Padréo filético de presenca/auséncia de genes para o caso (1I).
Retirado de Mirkin et al.[1]

Na Figura (3.3) o padrao filético é ligeiramente diferente, mas aborda
uma situagao mais interessante. Temos em (a) dois eventos, um surgimento
na raiz ancestral da arvore e uma perda em B, o que resulta em S = 2. No
caso (b), também temos dois eventos, mas agora ambos sdo surgimentos. Um
surgimento em A e outro no ancestral comum de C' e D. Neste caso também

teremos S = 2. Surge uma degenerescéncia.

Para acabar com essa degenerescéncia, nos baseamos em consideragdes
biolégicas as quais suportam que, em média, a perda de genes pode ser
um evento evolutivo muito mais provavel do que um surgimento. Quando
os genes evoluem e se modificam, como ja foi discutido na secdo 2.1, tais
alteracoes podem ser devidas a uma variedade de eventos. E muito mais
provavel que uma modificacao leve a perda de um gene do que ao surgimento,
pois ao longo do tempo, modificagdes levam & sequéncias de nucleotideos tao
diferentes o que torna muito improvavel que ocorra um ordenamento de forma,
a propiciar o surgimento de um novo gene ortologo. Logo a Figura (3.3a)
apresenta a situacdo mais parcimoniosa. Para modelar essa consideragao

precisamos modificar a equagao (3.1) introduzindo um peso g para o caso de
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surgimento de gene, o que resulta em:
S=X+gv (3.2)

Assumindo o peso ¢ = 2 na equacao (3.2), como utilizado na literatura
[1, 3, 12, 13], teremos o caso mais simples que diferencia o surgimento (mais
improvavel) da perda (mais provavel) para os genes ortélogos. Com isso, a
Figura (3.3a) resulta no cenério evolutivo mais parcimonioso para o padrao
filetico (II), apresentando um valor de inconsisténcia S = 3, enquanto no

outro caso da Figura (3.3b) teremos S = 4.

3.2 Algoritmo

Modelar a abordagem utilizada na secao 3.1 nao é nada trivial. Serd preciso
a utilizacao de uma estrutura de dado mais complexa, mais especificamente

o uso da estrutura de arvores bindrias.

Arvore binaria é uma estrutura em &rvore para armazenamento de da-
dos a qual permite a representacao hierdrquica dos dados. Uma arvore é
composta por nds, estruturas que armazenam os dados, que possuem relaci-
onamento hierarquico entre si. O primeiro né da arvore é chamado de raiz e
os noés subsequentes sao seus nos filhos. Um né que possua pelo menos um
filho é chamado de né pai. Para a modelagem da arvore filogenética utiliza-
remos uma arvore binéria, uma arvore na qual cada né possui no maximo

dois nos filhos.

Apo6s a modelagem da arvore de consenso, um vetor contendo o padrao
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filético para o KOG considerado é lido e armazenado nas variaveis corres-
pondentes aos noés externos. A seguir a arvore comeca a ser analisada por
partes. Nesta primeira implementacao do programa foram criados trés blocos
(sub-arvores) para os quais sao analisadas todas as configuracoes possiveis
de surgimento e perda de genes e calculado para cada uma o valor de incon-
sisténcia. O menor valor determinard a configuracdo a ser fixada e entfo,
apos terem sido definidos os padroes de presenca/auséncia para todos os nos
internos das sub-arvores, o programa calcula o restante dos nés internos,
repetindo o mesmo processo de analise. Apos ter sido calculado o menor
valor de inconsisténcia, este serd apresentado juntamente com o indice do
n6 da arvore que representa o dltimo ancestral comum ao grupo de ortélo-
gos. Também é exposta uma representacao simplificada da arvore contendo

o padrao de presenga/auséncia dos genes.

A ideia de utilizar sub-arvores foi considerada devido a quantidade de
configuracoes existentes a serem analisadas. Considerando que a arvore de
consenso possui 34 nos internos, serdo 234, ou seja, ~ 1,17x10'° combinacdes
possiveis. Passando a utilizar blocos de nés internos, o ntmero de combina-

coes a serem analisadas passou para 1.321.000.

Para determinar o cenario evolutivo mais parcimonioso ao percorrer to-
das as configuracoes possiveis do padrao de presenca/auséncia dos genes,

buscamos o padrdo que minimize a equagio:
S = Viaiz + Z')’%(Vzﬂrl —Vi)? 4 Vig1(Vigr — V3)? (3.3)
N

onde cada V pode assumir o valor de presenca (1) ou de auséncia (0) do
gene para o organismo em questao e 7y ¢ o peso de surgimento do gene. O

valor de inconsisténcia, S, é dado pela soma do valor do n6 raiz (V,4;.) mais
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0 somatoério sobre N, o numero de nés da arvore, isto é, o nimero total de
organismos desde os mais ancestrais até os atuais, contemplados na arvore
filogenética de consenso. V; é o valor do n6 considerado no passo atual e

Vi+1 o valor de seu n6 ancestral imediato.

A Figura 3.4 apresenta o diagrama de atividades representando o fluxo
de execucao do algoritmo e no Apéndice A estd disponivel o cédigo fonte do

programa.
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Figura 3.4: Fluxo de execugao do algoritmo
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Capitulo 4

Resultados

O programa permitiu a reproducdo das inferéncias dos cendrios evolutivos
dos KOGs utilizados no artigo de Castro et al. [3] os quais foram inferidos
utilizando a mesma abordagem discutida na se¢dao 3.1 mas calculados manu-

almente. Alguns dos resultados obtidos serdo apresentados nessa se¢do.

A representacdo da arvore filogenética dos genes para o gene LIG3 pre-
sente no KOG4437 ¢é apresentada na Figura (4.1). O valor de inconsisténcia
encontrado pelo programa, Figura (4.1b), S = 5, é 0 mesmo que foi en-
contrado via calculo manual em [3], Figura (4.1a), assim como o padrao de
presenca/auséncia. O ultimo ancestral comum, o primeiro surgimento do
gene, estd no nod circulado em vermelho. Os eventos de perda de gene estao

circulados em preto.

Na Figura (4.2) temos a representagao da arvore filogenética contendo

o padrao de presenga/auséncia dos genes para o gene MSH5 presente no
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Figura 4.1: KOG4437 - LIG3

KOG0221. O valor de inconsisténcia encontrado, Figura (4.2b), S = 9,
¢ o mesmo que foi encontrado via calculo manual em [3]|, Figura (4.2a).
Mas para esse KOG existe pelo menos uma degenerescéncia o que resultou
em um padrao de presenca/auséncia diferente do obtido na Figura (4.2a),
o qual claramente é o cendrio mais parcimonioso pois embora possua um

ntmero maior de eventos, hd somente um evento de surgimento do gene,

enquanto que no padrao apresentado na Figura (4.2b) existem dois eventos

de surgimento.

A modificacao para definir o melhor cenério dentre virios com o mesmo
valor minimo de inconsisténcia serd implementada na préxima versdo do

programa. Apods esta corre¢do o programa ird considerar como fator de
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KOG0221
MSH5

(a) (b)

Figura 4.2: KOG0221 - MSH5

sele¢do para o cenario mais parcimonioso o nimero de eventos de surgimento

de genes, e ndo somente do escore minimo para o valor de inconsisténcia.
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Capitulo 5

Consideracoes finais

A determinacgdo da raiz evolucionaria de grupos ortologos individuais € im-
portante porque possibilita a inferéncia da ancestralidade dos genes, pro-
piciando a validacao de medidas experimentais e fornecendo dados para a
simulacao do crescimento de redes de genes que possam ser utilizadas para

direcionar o desenvolvimento dos modelos.

Os proximos passos envolvem o uso do programa para inferir a ancestra-
lidade de todos os KOGs e considerando a arvore filogenética de todos os

eucariotos disponiveis no STRING.

Algumas modificagbes ainda precisam ser implementadas como a conta-
bilizacao dos eventos de surgimento e perda de genes, a automatizagao da
modelagem da arvore e da leitura de KOGs. Tudo isso facilitard muito a
utilizacao do programa e a determinacao da ancestralidade para todos os

KOGs, considerando que na versao atual os dados precisam ser inseridos

22



manualmente.

Além disso, novas formas de mapeamento do padrao de presenga/auséncia
dos genes ortélogos nos nés internos da arvore podem ser pesquisadas, o que
permitird uma continuidade do estudo e consequentemente a otimizacao dos

algoritmos.
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Apéndice A

Programa

Nas proximas duas segdes serdao apresentados os cédigos fonte do programa
implementado. Na secao A.1l, teremos o codigo LCAFinder.java, que € o
aplicativo principal e na secdo A.2 o codigo Arvore.java com as classes e

métodos que modelam a arvore e executam todos os calculos.

A.1 LCAFinder.java

public class LCAFinder {
public static int nivelMaximoDaArvore;
// nimero de configuragdes possiveis de valores dos nds internos
public static int valoresPossiveis = O;

public static int nodesValuesArraySize;

// array descrevendo Arvore de consenso
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public static int treeArray[] =
{2,1,8,4,12,3,6,10,14,5,7,9,11,13,34,16,36,15,18,35,42,17,20, 38,
44,19,22,37,40,43,50,21,24,39,41,46,52,23,26,45,48,51,54,25,28,
47,49,53,56,27,30,55,568,29,32,57,60,31,33,59,64,62,66,61,63,65,
68,67,69};

// Valores dos nbés folha (o array corresponde a um padrdo filético)
public static int leafNodesArrayl[] =
// K0G4437 LIG3 - OK - Fechou com o artigo de 2008 - S =5
{0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,1,0,1,1,0,1,1,1,1,1,1,1,1,1,
1,1,1};

public static void main( String args([] ) // método principal

{
Arvore tree = new Arvore(); // cria um objeto arvore vazio

for ( int contador = 0; contador < treeArray.length; contador++)
{
tree.inserirNode( treeArray[ contador ] );

by

// Define o tamanho do vetor que armazenard os valores dos nds
// internos da &rvore = nimero de ndés internos da arvore
nodesValuesArraySize = treeArray.length - leafNodesArray.length;

// Determinando o nivel maximo da arvore
nivelMaximoDaArvore = tree.determinarNiveis();

// Chama método que determina os nds pai
tree.setParents();

// Chama método que 1& os valores dos nds folha
tree.setleafValues( leafNodesArray );

//====> INICIO DAS SUB-ARVORES - calculo dos nés internos
// Chama método que procura grupos de ndés folhas com mesmos valores
// para definir os valores de seus nds pais de modo a diminuir o

// nimero de combinagBes de valores para os nds internos

//====// PRIMEIRA SUB-ARVORE
nodesValuesArraySize= tree.simplifyNodesValues(36);
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System.out.println("");
workWithSubTree (nodesValuesArraySize) ;

// Gera e varia os valores dos nds internos
tree.setNodesValuesSimplified(valoresPossiveis);

//====// SEGUNDA SUB-ARVORE
nodesValuesArraySize = tree.simplifyNodesValues(16);
System.out.println("");
workWithSubTree (nodesValuesArraySize);
tree.setNodesValuesSimplified(valoresPossiveis);

//====// TERCEIRA SUB-ARVORE
nodesValuesArraySize = tree.simplifyNodesValues(4);
System.out.println("");
workWithSubTree (nodesValuesArraySize) ;
tree.setNodesValuesSimplified(valoresPossiveis);

//====> ARVORE COMPLETA - c&lculo dos ndés internos

// Determina o nimero de ndés internos apds analisar as sub-arvores
tree.findRemainingNodes();

// Chama método que exibe representagio da &rvore
tree.showTree();

// Exibindo Resultados
System.out.printf ("\n#####t#s#t## RESULTADO ######u#tt##\n") ;
System.out.printf ("\nMenor valor de inconsisténcia: S = %d\n",
Arvore.s);
tree.getLCA(); // Método que exibe a posicdo do LCA
System.out.printf ("\n##t#tHatt Sttt \n\n") ;
} // fim do método main

public static void workWithSubTree(int nodesArraySize)
{
// Define o nimero de configuracBes existentes
for ( int i = 0; i < nodesArraySize; i++)
{
valoresPossiveis += (int) Math.pow(2, i );
}
} // fim do método workWithSubTree
} // fim da classe LCAFinder
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A.2 Arvore.java

public class Arvore
{
private NoDaArvore raiz;
private static NoDaArvore nodeAux;
public int nivelAux = O;
public int nivelMaximo = O;
public static int s = 5000;
public static int sAux = O;
public static int identificadorConjuntoDados = O;
public final int G = 2; // peso de surgimento dos genes
public final int L = 1; // peso da perda dos genes
private static NoDaArvore 1CANodeValue; //Ultimo Ancestral Comum
public static int contadorFolhas;
public static int currentNodeIndex;
public static int usableNodeCounter;
public static int globalUsableNodeCounter = O;
public static int leafNodesArrayl[];
public static int nodesValuesArrayl[];
public static int nodesValuesArrayAux[];

public Arvore()

{
raiz = null; // Cria né inicial
} // fim do construtor Arvore()

public void inserirNode( int indiceInserido )

{
if ( raiz == null )
{
raiz = new NoDaArvore( indicelInserido );
}
else
{
raiz.inserir( indiceInserido );
}

} // fim do método inserirNode

public int determinarNiveis()
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{

determinarNiveisPriv( raiz );
return nivelMaximo;

} // fim do método determinarNiveis
private int determinarNiveisPriv( NoDaArvore node )
{
nivelAux++;
if ( node == null )
{
nivelAux--;
return O;
}

}

determinarNiveisPriv( node.nE ); // percorre subadrvore esquerda
determinarNiveisPriv( node.nD ); // percorre subarvore direita

nivelAux--;
node.nivel = nivelAux; // atribui nivelAux ao nivel do né

// determina maior nivel da arvore
if ( nivelAux > nivelMaximo )
nivelMaximo = nivelAux;

// Retorna o valor do maior nivel
return nivelMaximo;
// fim do método determinarNiveisPriv

public void setLeafValues( int valorFolhas[] )

{

leafNodesArray = valorFolhas;
contadorFolhas = 0;

setLeafValuesPriv( raiz );
// fim do método setleafValues

private void setlLeafValuesPriv( NoDaArvore node )

{

if ( node == null )
return;

setLeafValuesPriv( node.nE ); // percorre subarvore esquerda
setLeafValuesPriv( node.nD ); // percorre subirvore direita

if ( node.nE == null & node.nD == null )
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// variavel informando que este nd & um nd folha
node.leaf = true;
if ( contadorFolhas < leafNodesArray.length )

{
node.valor = leafNodesArray[ contadorFolhas ];
contadorFolhas++;
}
}
return;

} // fim do método setLeafValuesPriv

public int simplifyNodesValues(int indiceDoNo)

{
usableNodeCounter=0;
simplifyNodesValuesPriv(raiz, indiceDoNo);
nodesValuesArray = new int[usableNodeCounter];
nodesValuesArrayAux = new int[usableNodeCounter];
return usableNodeCounter;

} // fim do método simplifyNodesValues

private void simplifyNodesValuesPriv(NoDaArvore node, int indiceDoNo)

{
if (node == null)
return;

node.usableNode = false;

if (node.indice == indiceDoNo)
{
node.usableNode = true;
node.subRoot = true;
usableNodeCounter++;

3

if (node != raiz /*& node.indice != indiceDoNox*/)

{
if (node.nP.usableNode)
{

node.usableNode = true;
if ('node.leaf)
{

usableNodeCounter++;

3
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}
}
gsimplifyNodesValuesPriv(node.nD, indiceDoNo);
simplifyNodesValuesPriv(node.nE, indiceDoNo) ;
} // fim do método simplifyNodesValuesPriv

public void setNodesValuesSimplified(int nodesConfigValue)
{

int configuracoesPossiveis = (int) Math.pow(2, usableNodeCounter);

// Calculo de uma determinada configuragdo de valores para os nds internos
for(int currentNodeConfigValue = O;

currentNodeConfigValue < configuracoesPossiveis;

currentNodeConfigValue++)

{

nodesValuesArray = gerarValoresDosNodos(currentNodeConfigValue);
currentNodeIndex = 0;

setNodesValuesSimplifiedPriv(raiz);

// Calcula o valor de inconsisténcia s
getInconsistencySimplified();

if ( sAux < s8)
{

s = shux;

identificadorConjuntoDados = currentNodeConfigValue;
b

currentNodeIndex = 0;

// Gera array de valores internos para a configuragdo de menor s
nodesValuesArray = gerarValoresDosNodos(identificadorConjuntoDados) ;

// Define os valores dos nds internos para a configurac8o do menor s
setNodesValuesSimplifiedPrivFinal (raiz);

// Retorna o valor da inconsisténcia s para o valor inicial
s = 5000;
} // fim do método setNodesValuesSimplified

private void setNodesValuesSimplifiedPriv(NoDaArvore node)

{
if (node == null)
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return;
setNodesValuesSimplifiedPriv(node.nD);

if (node.usableNode & !'node.leaf)
{

node.valor = nodesValuesArray[currentNodeIndex];

currentNodeIndex++;

}

setNodesValuesSimplifiedPriv(node.nE);
} // fim do método setNodesValuesSimplifiedPriv

private void setNodesValuesSimplifiedPrivFinal(NoDaArvore nodeAux)

{
if (nodeAux == null | nodeAux.leaf)
return;

setNodesValuesSimplifiedPrivFinal (nodeAux.nD);

if (nodeAux.usableNode == true & nodeAux.locked == false)
{

nodeAux.valor = nodesValuesArray[currentNodeIndex];

currentNodeIndex++;

if (nodeAux.subRoot == false)

{

nodelAux.locked = true;
}

// retorna o node para usable = false apds fixar valores dos nds
nodeAux.usableNode = false;

by

setNodesValuesSimplifiedPrivFinal (nodeAux.nE);
} // fim do método setNodesValuesSimplifiedPrivFinal
public void findRemainingNodes()
{

findRemainingNodesPriv(raiz);

int numberQfCombinations = (int) Math.pow(2, globalUsableNodeCounter);

nodesValuesArray = new int[globalUsableNodeCounter];
nodesValuesArrayAux = new int[globalUsableNodeCounter];

31



for (int currentNodeConfigValue = O;
currentNodeConfigValue < numberOfCombinations;
currentNodeConfigValue++)
{
currentNodeIndex = 0;
nodesValuesArray = gerarValoresDosNodos(currentNodeConfigValue);

setNodesValuesPriv(raiz);

// Calcula valor de inconsisténcia
getInconsistency();

if ( sAux < s)
{
s = sAux;
identificadorConjuntoDados = currentNodeConfigValue;

}
// retorna o contador de nds para O
currentNodeIndex = 0;

// => Gera array de valores internos para a configuragdo de menor s
nodesValuesArray = gerarValoresDosNodos(identificadorConjuntoDados) ;

// Define os valores dos nds internos para a configurac8o do menor s
setNodesValuesPriv(raiz);
} // fim do método findRemainingNodes

private void findRemainingNodesPriv(NoDaArvore nodeAux)

{
if (nodeAux == null)
return;

findRemainingNodesPriv(nodeAux.nD);
findRemainingNodesPriv(nodeAux.nE);

if (nodeAux.leaf == false & nodeAux.locked == false)

{
globalUsableNodeCounter++;
i

} // fim de findRemainingNodesPriv

private void setNodesValuesPriv(NoDaArvore nodelux)
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if (nodeAux == null)
return;

setNodesValuesPriv(nodeAux.nD);

if (nodeAux.leaf == false & nodeAux.locked == false )
{
nodeAux.valor = nodesValuesArray[currentNodeIndex];
currentNodeIndex++;
}
setNodesValuesPriv(nodeAux.nE);
} // fim do método setNodesValuesPriv

public void setParents()

{
nodeAux = raiz;
setParentsPriv( raiz );

} // fim do método setParents

private void setParentsPriv( NoDaArvore node )

{

if ( node == null )

return;
if ( node !'= raiz )
node.nP = nodeAux;

if ( node.nE != null )

{
nodeAux = node;
setParentsPriv( node.nE );

3

nodeAux = node.nP;

if ( node.nD != null )

{
nodeAux = node;
setParentsPriv( node.nD );

3

} // fim do método setParentsPriv
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public void getInconsistencySimplified()
{
sAux = 0;
getInconsistencySimplifiedPriv( raiz );
} // fim do método getInconsistencySimplified

private void getInconsistencySimplifiedPriv( NoDaArvore node )
{
if ( node.nE !'= null )
{
getInconsistencySimplifiedPriv( node.nE );

3

if (node.subRoot == false)
{
if ( node.nP != null & node.usableNode)
{
if ( node.valor != node.nP.valor )
{
sAux = shAux +
G*node.valor*(node.nP.valor-node.valor)*(node.nP.valor-node.valor)+
L*node.nP.valor*(node.nP.valor-node.valor)*(node.nP.valor-node.valor) ;
}
}
}

if ( node.nD !'= null )
{

getInconsistencySimplifiedPriv( node.nD ) ;

}

} // fim do método getInconsistencySimplifiedPriv

public void getInconsistency()
{
sAux = 0;
getInconsistencyPriv( raiz );
} // fim do método getlnconsistency

private void getInconsistencyPriv( NoDaArvore node )

{
if ( node.nE != null )
{
getInconsistencyPriv( node.nE );
}
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3

if ( node.nP !'= null )
{

if ( node.valor != node.nP.valor )

{

sAux = sAux +
G*node.valor*(node.nP.valor-node.valor)*(node.nP.valor-node.valor)+
L*node.nP.valor*(node.nP.valor-node.valor)*(node.nP.valor-node.valor) ;
¥
}
else
{
if ( node.valor == 1 ){
sAux+=2; // surgimento do gene na raiz

if ( node.nD !'= null )
{

getInconsistencyPriv( node.nD );

by

// fim do método getInconsistencyPriv

public int[] gerarValoresDosNodos(int valorConfiguracaolux )

{

int valorConfiguracao = valorConfiguracaoAux;

int j = 0;

int max = nodesValuesArray.length;
int x = 0;

int numero = valorConfiguracao;

do

{
X = numero / 2;
nodesValuesArrayAux[j] = numero % 2;
numero = X;
Jj++s

}while ( j < max );

return nodesValuesArrayAux;

} // fim do método public void gerarValoresDosNodos

35



public void showTree( )

{
System.out.println("");
System.out . println ("\n########EH" REPRESENTAQKO DA ARVORE D) ;
showTreePriv( raiz , 0 );

} //fim do método showTree

private void showTreePriv( NoDaArvore node, int contSpaces )
{
int totalSpaces = contSpaces;
if ( node == null )
return;
showTreePriv( node.nD , totalSpaces+5 );

for ( int forCounter=1; forCounter <= totalSpaces; forCounter++ )

{

System.out.print( " " );
}
// Exibe indices e valores dos nds
System.out.println( node.indice + " " + node.valor );

showTreePriv( node.nE , totalSpaces+5 );
totalSpaces+=3;
} // fim do método showTreePriv

public void getLCA()
{
1CANodeValue = new NoDaArvore(100);
1CANodeValue.nivel = 500;
getLCAPriv( raiz );
System.out.printf ("LCA corresponde ao nd de indice: %d\n",
1CANodeValue.indice);
} // fim do método getLCA

private void getLCAPriv(NoDaArvore nodeAux)

{

if (nodeAux == null)
return;

if (nodeAux == raiz )

{
if (nodeAux.valor == 1)

1CANodeValue = nodelux;
}
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else

{

if (nodeAux.leaf)

{

}

r

eturn;

if(nodeAux.valor == 1 & nodelAux.nP.valor

{

if (nodeAux.nivel < 1CANodeValue.nivel)

{

1CANodeValue = nodelux;

getLCAPriv(nodeAux.nD);
getLCAPriv(nodeAux .nE) ;
} // fim do método getLCAPriv

} // fim da classe Arvore

class NoDaArvore

{

public
public
public
public
public
public
public
public
public
public

// contrutor que inicializa um novo nd da &rvore

NoDaArvore nD; // nd direito
NoDaArvore nE; // nd esquerdo
NoDaArvore nP; // nd pai

int indice;

int nivel;

int valor;

boolean leaf = false;

boolean locked = false;
boolean subRoot = false;
boolean usableNode = false;

public NoDaArvore( int nodeData )

{

indice = nodeData;
nD = nE = null,;
} // fim do construtor NoDaArvore

public void inserir( int indicelInserido )

{
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if ( indicelnserido < indice )

{
if ( nE == null )
{
nE = new NoDaArvore( indiceInserido );
}
else
{
nE.inserir( indiceInserido );
¥

} // fim do if para nodo esquerdo

if ( indiceInserido > indice )

{
if ( nD == null )
{
nD = new NoDaArvore( indicelInserido );
}
else
{
nD.inserir( indiceInserido );
}

} // fim do elseif para nodo direito
} // fim do método inserir
} // fim da classe NoDaArvore
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