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Motivacao

e Um topico importante em biologia é evolucao

e Evidéncias diversas sugerem que todas as formas
de vida na terra sao descendentes de um mesmo
ancestral

* Ou seja, todas as formas de vida sao aparentadas
entre si

e Uma pergunta natural é: como se agrupam essas
diversas formas de vida?

e & possivel construir uma “arvore da vida”?
e Resposta: sim



Arvore da vida

procariotos

raiz
folhas

+ virus (inclui os bacteriéfagos)



Gostariamos de obter uma arvore
com mais “resolucao”

* uma que incluisse espécies nas folhas, ao invés
dessas categorias amplas como “bactérias” e
“eucariotos”

* isto tem sido feito por diversos grupos; um
resultado de 2006 esta no proximo slide
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Como foi possivel criar tal arvore?

e Determinar genes que sao compartilhados por
todos os seres vivos

e O que é “compartilhar”?
* Gene x, em organismo A tem fung¢ao o
* Gene x, em organismo B é homologo e tem a mesma
funcao a
* Entdo x, e x, sdo “o mesmo gene x” e portanto ele é
compartilhado por Ae B

e Quais genes sao esses?



Genes

oot | — SAEE
Prok. | Enk.
COGoo12 380 Predicted GTPase, probable translation factor 171 30 201
COGo016 433 Phenylalanine-tRINA synthethase alpha subunit 163 42 210
COGO018T 548 Arginyl-tRNA synthetase 175 43 220
COoGoo42 157 E.ibosomal protein 512 163 48 216
COGo049 182 E.ibosomal protein 37 169 41 210
COGoo52 240 E.ibosomal protein 52 163 79 247
COGO0e0* 936 [zoleucyltEINA synthetase 172 42 214
COGOO080 154 Eibosomal protein 111 170 61 231
COGODEL 230 Eibosomal protein L1 168 61 229
COGODB3T 1138 DNA-directed ENA polymerase, beta subunit 178 &0 238
COGOO087 288 Eibosomal protein 13 168 54 222
COGo091 157 E.ibosomal protein 122 168 75 243
COGOo092 240 Eibosomal protein 53 168 30 198
COGOo093 130 E.ibosomal protein 114 168 41 209
CoGo0e4 182 E.ibosomal protein LS 159 36 203
COGo096 151 E.ibosomal protein S8 163 55 223
COGoo97 177 E.ibosomal protein L6F/L9E 163 63 233
COoGoo9e 220 E.ibosomal protein 35 163 110 278
COGo099E 133 Eibosomal protein 513 163 49 217
COGO100 145 E.ibosomal protein 511 169 51 220
COGo102 167 Eibosomal protein 113 163 54 222
COGO103 172 E.ibosomal protein 39 163 52 220
COGo124* 472 Histidyl-tRIN A synthetase 173 31 209
COGO143%F 646 Methionyl-tRNA synthetase 180 33 213
COoGOo172 442 Seryl-tRNA synthetaze 177 37 214
COGO184 154 Eibosomal protein S15P/813E 168 41 209
COGO186 122 Eibosomal protein 517 170 46 216
COGo197 175 E.ibosomal protein L16/L10E 168 54 222
COGO200 166 Eibosomal protein L13 168 70 238
CoGo201 445 Preprotein translocaze subunit SecY 178 37 213
COGo202 323 DNA-directed ENA polymerase, alpha subunit 171 45 216
COGO256 178 E.ibosomal protein 118 168 50 218
COGD493 534 Leucyl-tENA synthetaze 172 43 213
COGo522 199 E.ibosomal protein 54 and related proteins 174 46 220
COGO5253%% 520 Walyl-tRINA synthetase 169 37 206
COG0333 375 hietal-dependent proteases with chaperone 168 35 203

activity




Questoes

* Onde podemos achar as sequéncias dos genes?
e Como determinar compartilhamento?

e Como preparar esses dados para construir uma
arvore?

e Como construir uma arvore?
e Como saber se ela esta correta?



Fig. 1. Overview of the procedure.

Select and Prepare Marker Gene Families

identification of —~ | 306 familiesin
universal families 191 genomes
4 a
remove families that have e
multiple horiz. transfers, |=> 13;1far2r|]h§; g;
or are difficult to align g
Phylogeny Evaluation
check for biases tree reconstruction
due to selection | => | with marker genes not
of marker genes related to translation
assessment of comparison of the
topological | => | single gene trees to each
consistency other and to the full tree

=
<

F D Ciccarelli et al. Science 2006;311:1283-1287

Published by AAAS

Generate Concatenated Alignment (Supermatrix)

removal of redundant genes

one gene per family in

(pseudogenes, organellar | =>
copies, recent paralogs) each of 191 genomes
Ji 4
concatenate and align, o supermatrix of

covering all 3 domains of life |

8090 positions, with gaps

J

Detect and Exclude Horizontal Transfer (HGT)

Jack-Knife testing in
randomly chosen groups of

eight families, plus other tests

=>

HGTs detected and/or
confirmed in some families,
genes removed (Table 1)

J

Tree Reconstruction

Maximum Likelihood
phylogeny reconstruction

==

PHYML; JTT matrix;
gamma 4; 100 bootstraps

repeat for
additional
genomes

RAYAAAS




Respostas

 Onde podemos achar as sequéncias dos genes?
e Bancos de dados publicos (NCBI)

e Como determinar compartilhamento?
e Através de comparacgdo de sequéncias

e Como preparar esses dados para construir uma arvore?
e Alinhamento multiplo concatenado

e Como construir uma arvore?
e Métodos de reconstrucao filogenética

e Como saber se ela esta correta?
e Inferéncia € um termo melhor do que construcao
e Argumentos probabilisticos

* E preciso tomar cuidado com o fendmeno de Transferéncia
Horizontal (Lateral) de Genes



Por que comparar sequéncias?

e Achar similaridades
e Dadas 2 sequéncias, quao parecidas elas sao?

e E possivel comparer em termos de DNA (nucleotideos) e
em termos de proteina (aminoacidos)

* E uma operacdo basica das buscas em bancos de
sequéncias
e Achar quais sequéncias do banco sao parecidas com
minha sequéncia-consulta (query)

e A sequéncia-consulta é tipicamente uma sequéncia nova



Motivacao (cont.)

e Construir familias de proteinas
e Saber quais organismos tem membros da familia
e Determinar uma “assinatura” para a familia

e Construir filogenias
e Entender a historia evolutiva de genes e organismos

 Ou seja, a comparacao de sequéncias € uma operacao
fundamental para inferior a arvore da vida



Premissas

 Em geral buscamos sequéncias “aparentadas”
e Sequéncias “aparentadas” sao similares

e “aparentadas” = homologas
e Descendem de um mesmo ancestral

* Descendentes sofreram diferentes mutacdes ao
longo do tempo



Artigo recente onde varios dos conceitos
vistos sao usados
Agosto/2018

nature . ARTICLES
ecology & evolution et g 101038/ S41555-018 D8 e

Integrated genomic and fossil evidence illuminates
life's early evolution and eukaryote origin

Holly C. Betts ", Mark M. Puttick ™2, James W. Clark ™", Tom A. Williams =%, Philip C. ). Donoghue 2"
and Davide Pisani(*

Establishing a unified timescale for the early evolution of Earth and life is challenging and mired in controversy because of the
paucity of fossil evidence, the difficulty of interpreting it and dispute owver the deepest branching relationships in the tree of
life. Surprisingly, it remains perhaps the enly episode in the history of life where literal interpretations of the fossil record hold
sway, revised with every new discovery and reinterpretation. We derive a timescale of life, combining a reappraisal of the fossil
material with new molecular clock analyses. We find the last universal common ancestor of cellular life to have predated the end
of late heavy bombardment (3.9 billion years ago (Gal). The crown clades of the two primary divisiens of life, Eubacteria and
Archaebacteria, emerged much later (< 3.4 Ga), relegating the oldest fossil evidence for life to their stem lineages. The Great
Oxidation Event significantly predates the origin of modern Cyanobacteria, indicating that oxygenic photosynthesis evelved
within the cyanobacterial stem lineage. Modern eukaryotes do not constitute a primary lineage of life and emerged late in
Earth’s histery (<1.84 Ga), falsifying the hypothesis that the Great Oxidation Event facilitated their radiation. The symbiotic
origin of mitechondria at 2.053-1.21Ga reflects a late origin of the total-group Alphaprotecbacteria to which the free living
ancestor of mitochondria belonged.



Metodos desse artigo

* The dataset consists of 102 species and 29
universally distributed, protein-coding genes

* Exercicio: compare essa lista com a lista dos genes
universais usados por Cicarelli et al., 2006
(mostrados em slide anterior)

* Proteomes were downloaded from GenBank and
putative orthologues were identified using BLAST.
The top hits were compiled and aligned into gene-
specific files in MUSCLE



Feita a motivacao, vamos agora
entender em detalhes...

e ...COMO Sse comparam sequéncias



Alinhamento de DNA

GTGGTGGCCTACGAAGGT
GTAGTGCCTTCGAAGGGT

Informalmente, um alinhamento significa colocar uma sequéncia “em cima da
outra” para estabelecer uma correspondéncia 1:1 entre cada base da sequéncia
“de cima” e cada base da sequéncia “de baixo”



Como avaliar um alinhamento?

e Sistema de pontuacao
e Match: +1
e Mismatch: -1



Pontuacao do alinhamento

GTGGTGGCCTACGAAGGT
GTAGTGCCTTCGAAGGGT

+1+1-1+1+1+1-1+1-141-1-1-1+1-1+1+1+1 = 4

;

Esta é a nota desse alinhamento



E possivel melhorar o
alinhamento?

* Sim
e Pela introducao de espacos



Alinhamento com espacos

GT

G

GT

A

CCT

GTGE
GTG-

CCT

:

CGA

CGAzﬂGGT
G

GGT



Sistema de pontuacao com
espacos

e Match: +1
e Mismatch: -1
e Espaco: -2

* (O termo buraco deve ser usado para uma
sequéncia de espacos)
e Em inglés: gaps



Pontuacao do alinhamento

GTGGTGECCTAFGAzﬂGGT
GTAGTG-CCTTCGAAGGGT

+1+1-1+1+1+1-2+1+1+1-1+1+1+1+1-2+1+1+1 = 9




Justificativa para o sistema de
pontuacao

 Matches tem que ser recompensados (> 0)

e Mismatches e espacos tem que ser penalizados (< 0)

 Mismatches representam substituicoes
e Mutacoes (ocorrem com frequéncia)

e Podem nao trazer morte a célula ou organismo
(letalidade)

e Espacos representam insercoes ou remocoes

* Mais provaveis de causarem letalidade
e Alteram quadro de leitura

e Ocorrem com muito menos frequéncia



Alinhamentos otimos

e S3o os alinhamentos de pontuacao maxima

* O conceito de similaridade entre duas sequéncias
e E o0 valor da pontuacdo do alinhamento 6timo

* No exemplo anterior
e Similaridade =9



Comparacao de sequéncias de
aminoacidos



Pontuacao de alinhamento de
proteinas

% de identidade € uma medida simples mas valida de
similaridade de sequéncias de proteinas




Aminoacidos se dividem em
familias

e Hidrofobicos
e Ala, Val, Phe, Pro, Met, lle, Leu

e Com carga
e Asp, Glu, Lys, Arg

e Polares
e Ser, Thr, Tyr, His, Cys, Asn, GIn
* Trp

e Gly






Mutacdes e proteinas

e Substituicdes que nao alteram a estrutura da
proteina tendem a ser preservadas (ou
conservadas) durante a evolucao

e A troca de um aminoacido de uma familia por outro
da mesma familia em geral cai nessa categoria

* (Indels podem ter consequéncias mais drasticas)
 Entdao: como avaliar mismatches?



Matriz de substituicao de amino acidos BLOSUM62

# Matrix made by matblas from blosum62.iij

* column uses minimum score
# BLOSUM Clustered Scoring Matrix in 1/2 Bit Units
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Pontuacao leva em conta a matriz

Match: blosum62(i,i) sempre positivo (diagonal)
Mismatch: blosum62(i,j) positivo, nulo, negativo
e Espaco: -2

e Pergunta: por que os valores da diagonal, embora
positivos, sao diferentes entre si?



Como obter alinhamentos
Otimos?

* Precisamos de um algoritmo

e Algoritmos sao diferentes de programas
e Algoritmo € um método abstrato

 Programa é uma encarnacao fisica (numa linguagem de
programacao) de um algoritmo

e Um programa pode ser executado num computador

 Dizemos que um certo algoritmo foi implementado em
tal ou qual linguagem

e Nunca escrevam algoritimo!




Algoritmo para achar
alinhamentos otimos de DNA

e Desenvolvido com a técnica de Programacao
dinamica

e Técnica desenvolvida na década de 1950 por
Richard Bellman

* N3o € programacao e nao é dinamica!
e E um nome histdrico que se tornou um jargdo técnico



Programacao Dinamica

e PD se usa para problemas que tem uma estrutura de subproblemas

e Num alinhamento com sequéncias s e t um subproblema é
qualquer alinhamento entre s’e t’ tal que

s’ =um prefixodes e t’=um prefixode t
I INGEDTLMEYLENPEEY IPGTEMIFVGIKKKEERADLIAYLKKATNE
VVWTEETLFEY LLNPEEY I PGTEMVFAGLEKADERADLIKYIEVESAKSL
i ol e TR Ew T wh % A A vl | -l i, . . . i
[ IWGEDTLMEYLENPEEYIPGT
ITNMMMMTMEETT. FEYT.TREBET TET .
UL |..| D kL W 71 _ Um preflxo
i o i d TEETET LR b ol
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ldeia basica da PD

e Achar solucdes de subproblemas e armazena-las
numa tabela (matriz)

* Para achar a solucao otima:

e |r achando as solucdes na direcao dos subproblemas
menores para 0S maiores

e Ultimo elemento da tabela a ser preenchido contém a
solucao do problema “completo”

* Vamos demonstrar PD para conseguir o
alinhamento 6timo de GTC com GATC



Aqui esta a sequéncia “de baixo”

—
B Inniii

t G A T C

Aqui esta a
sequéncia “de
cima”

O —=H O




Preenchimento da tabela

 Este processo precisa comecar com o “menor
subproblema possivel”. Qual seria?

e Quando pelo menos uma das sequéncias é vazia

* Inicializacao: Alinhar s com cadeia vazia e alinhar t
com cadeia vazia



Inicializacdo da zero-ésima linha e da zero-ésima coluna

t G AT C
0 -2 -4 -6 -8




Continuacao

e Alinhar caracter X com caracter Y

* usamos a palavra ‘caracter’ como um genérico para
‘nucleotideo’ ou ‘aminoacido’

e 3 possibilidades

e XcomY

e Aplicar pontuacao respectiva, dependendo se for DNA ou
proteina

e X com espaco
e Cobrar-2

* Y com espaco
e Cobrar-2



Preenchimento de (1,1)

e Significa determinar qual € o melhor alinhamento
dos prefixos de s e t com apenas um caracter cada
um

e Alternativas
G- -G G
-G G- G

Todos eles usam valores determinados na inicializacao






G A T C
-3 -5

-2

-2 -1 1

O -2 -4 -6 -8
\
1—-1

-1
-3

-2
-4
-6
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Exercicios

* Inventar duas sequéncias de DNA curtas e “rodar”
(na mao) o algoritmo de PD

* Para se auto-corrigir:

e Baixe a demonstracao (‘demo’) do seguinte site

http://www.codeproject.com/Articles/304772/DNA-
Sequence-Alignment-using-Dynamic-Programming-A

* EXige registro, mas me pareceu seguro

e Tem também codigo fonte, para quem estiver
interessado


http://www.codeproject.com/Articles/304772/DNA-Sequence-Alignment-using-Dynamic-Programming-A

Complexidade computacional de PD

e Queremos saber quanto tempo gasta o algoritmo

* Mas algoritmos sao abstratos, nao estao associados
a computadores fisicos; entao o que significa
“tempo”?

e Contamos numero de operacoes elementares

e Operacoes aritméticas
e Uso de posicdes da memoria
e Etc

 Porém queremos apenas algo aproximado
 Apenas uma ordem de grandeza



Complexidade computacional

e Queremos expressar o numero de operagcdes como uma
funcao matematica do tamanho das entradas (a variavel n)

e Por exemplo
e n(linear)
* n?(quadratico)
* nlogn

e Vamos desprezar constantes (n e 30n dao na mesma)

e SO nos interessa o termo de maior grau (desprezar os
demais)
e 7n% + 1400n + 3000log n vira apenas n?

e Vamos usar a notacao O(f(n)) para denotar essas
aproximacoes



Complexidade computacional de PD

A matriz tem tamanho n+1 por m+1

* Todos os elementos da matriz precisam ser
preenchidos

e Supondo tempo constante para o preenchimento
entlxm+l=nm+n+m+1
e O(nm)
e Se n = m, entdo resulta O(n?)
e Quadratico
 Memoria: é quadratico também (pois € o tamanho
da matriz)



Algoritmo de PD expresso em
pseudo-codigo

Algorithm Similarity
input: sequences s and 7

output: sinularity between s and 1
m < |s| g é o valor da penalizacdo

n < |f| de um espaco
for; < Otom do

ali,0] <—ixg
for j < Otondo
al0,j] < j x g
for: < 1 tom do
for j < 1ton do
ali, j] <« max(ali — 1, j] + g.
ali — 1,7 — 114+ p(, j),
ali,j —11+g)

O valor de p(i,j) vai depender
dei=joui#j

return alm, n]



Penalizacao de espacos pode ser
mais sofisticada

GTGGTGGCCTACGAAGGT

GTGGTCGC---CGAAGGT
GTGGTGGCC-ACGAAGGT
GT-GTCGCCTACGA-GGT

* No sistema de pontuacao apresentado, k espacos consecutivos (um
buraco ou gap) custam o mesmo que k espacos separados

e Seria melhor distinguir os dois casos

* k espagos consecutivos geralmente aparecem por causa de um unico
evento evolutivo

* k espagos separados geralmente aparecem por causa de k eventos
distintos



Penalizacao de espacos feita por
uma funcao matematica

e kK =numero de espacos
e p(k) =a + bk
e p(k) é subtraido do score

e g = custo para abrir um buraco

e b = custo para continuar um buraco
e Por exemplo: p(k) =2 + k

* 5 espacos consecutivos custam 7/

e 5 espacos separados custam 15

e Compare com a funcao implicita do sistema simples: p(k) =
2k



Algoritmo de PD com penalizacao
de buracos por funcao afim

e O algoritmo €& mais complexo
e S30 necessarias 3 tabelas ao invés de 1

* Mas a complexidade permanece a mesma
(quadratica)

e Esta versao é conhecida como Algoritmo de Smith-
Waterman



Smith-Waterman

ali, j] = maximum score of an alignment between s[1..7] and
t[1..j] that ends in s[7 ] matched with #[ j ].

b[i, j] = maximum score of an alignment between s[1..7] and
f[1..j] that ends in a space matched with ¢[ ].

c[i, j] = maximum score of an alignment between s[1..7] and
f[1..j] that ends 1n s[i | matched with a space.

The entries (7, j) of these arrays depend on previous entries according to the fol-
lowing formulas, validfor 1 <i <mand1 < j < n:

ali — 1, —1]
ali, j]= p(i, j)+max{ b[i — 1, —1]
cli —1,j —1]
| —(h+g) +ali,j—1]
b[i, j] = max ; —g+bli, j —1]

| —(h+ g +cli, ] —1]

| —(h+g) +ali — 1, /]
cli,j]=max{ —(h+g)+b[i —1,/]
—g+cli —1,j]

As before, p(i, j) indicates the score of a matching between s[i ] and #[ .




e Se a funcao de penalizacao de buracos for genérica
[ex. p(k) = a + b log k)], entdao a complexidade passa
para O(n3)

e Esta versao é conhecida como Algoritmo de Needleman-
Wunsch
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