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GLOSSARIO

Ape — pacote do R para anlises de filogenética e evolucéo; utilizado para o calculo dos
contrastes filogeneticamente independentes.

BUSCO - Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs; utilizado para avaliacdo da
qualidade de proteomas ndo-redundantes.

CDS - (Coding Sequence — regido codificadora do gene).

Contigs — trecho de reads continuas geradas a partir do alinhamento De Novo de reads
menores sobrepostas.

CTK — proteina tirosina quinase ndo receptoras no citoplasma.

de novo - a partir do principio; na biologia, utilizado para denotar eventos (e.g. sintese de
macromoléculas) a partir de moléculas mais simples.

DNA — &cido desoxiribonucleico

Domain shuffling — embaralhamento de dominios proteicos.

duplicates — genes duplicados no BUSCO.

Estatistica N50 — estatistica de um conjunto de reads ou scaffolds. O N50 é semelhante a
uma média ou mediana de comprimentos, mas tem maior peso dado aos contigs mais
longos.

Exon - regides codificantes de proteinas.

Exon shuffling — embaralhamento de exons.

Fingerprints - mualtiplos motivos conservados.

fragmented — genes fragmentados no BUSCO.

FT — Fatores de transcricao.

GBFF — formato do NCBI genbank de genoma contendo anotacdes.

GCA - prefixo de identificadores de genomas que ndo sdo refseq.

GenBank — banco de dados genéticos associado ao NCBI e parte integrante do
International Nucleotide Sequence Database Collaboration.

GO — Gene Ontology.

HD — homeodominio, dominios de genes homeobox.

HMMs — Hidden Markov Models ou Modelos Ocultos de Markov.

in tandem — em série.



InterPro - plataforma com acesso a bancos de dados de familias, dominios e lugares
funcionais de proteinas onde as caracteristicas identificaveis encontradas em proteinas
conhecidas podem ser aplicadas a novas sequéncias de proteinas.

InterProScan - software que identifica estas assinaturas dos bancos de dados utilizados
pelo InterPro.

Introns - regides ndo codificantes de proteinas.

KOMODQO2 - Software de gendmica comparativa que foi usado para calcular as
frequéncias de uma funcéo bioldgica ou dominio proteico associado a alguma medida de
complexidade bioldgica.

MAPK - proteinas-quinases ativadas por mitdgenos.

Misassemblies — ndo alinhamento que pode ocasionar falha de montagem de um genoma.
missings - genes ausentes no BUSCO.

MKEP - fosfatases de proteinas-quinases ativadas por mitdgenos.

motif - assinatura por padréo.

MRNA — RNA mensageiro.

NCBI - O Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia (NCBI) faz parte da
Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos (NLM), uma divisdo do National
Institutes of Health (NIH).

ncDNA — DNA néo codificante.

nex — formato nexus, utilizado para representar arvores filogenéticas.

NEXUS — formato nexus, utilizado para representar arvores filogenéticas

NGS — sequenciamento de nova geracdo; sequenciamento massivamente paralelo de
DNA.

Nwk — formato newick, utilizado para representar arvores filogenéticas.

Nw_labels — programa usado para retornar nome as espécies de arquivos de arvores
filogenéticas, parte do pacote newick tools.

Operons - conjunto de genes nos procariontes e em alguns eucariontes que se encontram
funcionalmente relacionados, contiguos e controlados coordenadamente, sendo todos
expressos em apenas um RNA mensageiro.

ORF - (Open Reading Frame — Quadros de Leituras Abertas)

OrthoDB - um catélogo de ortdélogos, isto &, genes herdados por especies existentes do
seu ultimo ancestral comum.

p — Coeficiente de correlagéo de Spearman.



Pipeline — termo da Ciéncias da Computacgédo que significa um conjunto de algoritmos,
fungbes ou processos que sdo construidos para serem rodados rapidamente, e
normalmente, de forma linear para filtrar ou transformar dados.

PCM - métodos comparativos filogenéticos (Phylogenetic Comparative Methods).
PERL - acrénimo de Practical Extraction and Report Language.

PIC - Contrastes Filogenéticos Independentes (Phylogenetic Independent Contrasts)
Pfam — banco de dados de dominios de proteinas.

PTK - Proteina tirosina-quinase.

pTK — Proteina tirosina fosfatase.

r — Coeficiente correlagdo de Pearson.

R - ambiente computacional e linguagem de programacdo para manipulacdo, analise e
visualizacdo gréafica de dados.

Reads — sequéncias fragmentadas de bases nucleotidicas correspondentes ao DNA da
amostra gerada pelo NGS.

RefSeq — banco de dados de sequéncias de referéncia do NCBI.

REVIGO - listas de termos do Gene Ontology e remove termos GO redundantes.

RNA - &cido ribonucleico.

RTK — proteina tirosina quinase receptora transmambrana

Scaffolds - série ndo contigua de sequéncias genémicas num suporte, consistindo em
sequéncias separadas por intervalos de comprimento conhecido. As sequéncias que estdo
ligadas sdo tipicamente sequéncias contiguas correspondendo a sobreposicdes de leitura.
Shell — uma linguagem de script usada em Vvarios sistemas operativos (operacionais), com
diferentes dialetos, dependendo do interpretador de comandos utilizado. Um exemplo de
interpretador de comandos € o bash, usado na grande maioria das distribuicbes
GNU/Linux.

Singles - ortélogos de cdpia Unica quase universal.

T - Coeficiente de Correlacdo de Kendall.

TimeTree of Life - servico web que, a partir de uma lista de espécies, retorna as relagdes
filogenéticas entre as mesmas em um arquivo no formato newick.

TK — tirosina quinase.

WGD - whole genome duplication, duplicacdo génica de um genoma inteiro.



RESUMO

Durante o curso da evolucéo bioldgica de eucariotos, organismos com diferentes graus de
complexidade emergiram. Para fins praticos, o nimero de tipos celulares distintos tem
sido comumente utilizado como um proxy para a complexidade bioldgica. Também
durante o curso da evolucao, novas proteinas emergiram em Eukarya como resultado de
evolucdo de novo, duplicacdes génicas seguidas por divergéncia e, em varios casos,
embaralhamento de dominios (domain shuffling). Utilizamos uma abordagem estatistica
e de gendmica comparativa para estudar a evolucdo da complexidade bioldgica em
eucariotos, pesquisando por fungdes bioldgicas (representadas como a frequéncia de
dominios de proteinas e de func¢des génicas codificadas em uma ampla gama de genomas
eucarioticos) associadas ao seu numero de tipos celulares diferentes. Para tal, inicialmente
selecionamos 41 proteomas ndo-redundantes eucariéticos de alta qualidade em termos de
completude do repertério génico, estimado pelo software BUSCO, e que possuam
informacdo sobre o numero de tipos celulares. Para os proteomas selecionados,
realizamos a anotacdo dos mesmos usando o programa InterProscan, de modo a
detectarmos quais sdo os dominios protéicos (identificados no banco de dados Pfam) e
quais funcdes bioldgicas (identificados por termos Gene Ontology) codificados nestes
genomas. Buscamos dois tipos de associacao entre as frequéncias de dominios/termos
GO em cada proteoma ndo-redundante e o nimero de diferentes tipos de células para as
espécies correspondentes. Uma das associacdes consiste na correlagdo de Spearman,
sendo o outro tipo de modelo corrigido de modo a levar em consideracdo a histéria
filogenética das espécies analisadas, de modo a eliminar possiveis dependéncias dos
dados em funcdo da origem evolutiva comum dos organismos em anélise. Para ambos
computamos valores p, 0s quais sdo posteriormente corrigidos em funcdo do cenario de
maltiplas hipdteses (BH). Consideramos como positivos os modelos onde obtivemos
valores p corrigidos menores que p < 0.05. Encontramos 256 dominios Pfam e 304
funcdes bioldgicas que desempenham papéis importantes nos processos de matriz
extracelular, interacdo célula-célula, fatores de transcricdo, hormonios, processos
regulatorios e fatores-chave para diferenciacdo celular e processos de desenvolvimento
corporal. Em conjunto, nossa abordagem destaca importantes processos bioldgicos
associados ao aumento da complexidade em Eukarya, sugerindo sua importancia para o
estabelecimento da complexidade bioldgica existente.

Palavras chaves: Eukarya, gendmica comparativa, complexidade biologica, numero de
diferentes tipos de células, biologia computacional, dominio de proteinas, Pfam, Gene
Ontology.



ABSTRACT

During the course of biological evolution, organisms with different degrees of complexity
have arisen. For practical purposes, the number of distinct cell types has been commonly
used as a proxy for biological complexity. Also during the course of evolution, new
proteins emerged in Eukarya as the result of de novo gene evolution, gene duplications
followed by divergence and, in several cases, functional domain shuffling. We used a
statistical comparative genomics approach to study the evolution of biological complexity
in Eukarya by searching for biological functions (represented as the frequency of protein
domains and gene functions coded in a wide range of eukaryotic genomes) associated
with their number of cell types. We selected 41 high-quality non-redundant eucaryotic
proteomes in terms of gene repertoire completeness as estimated by BUSCO and, for each
proteome was annotated to identify protein domains (Pfam) and biological functions
(Gene Ontology - GO - terms) using InterProScan. We compute two classes of association
metrics for the frequencies of each Pfam/GO term and the number of cell types. One class
consists on traditional Spearman correlation, while the other is corrected to take into
account the common ancestry relationships across species data, therefore correcting for
this bias. For each linear model we computed p-values, and we applied multiple
hypothesis correction (BH methods) to take into account the multiple-comparison
problem. We considered as positive models with corrected p-values smaller than 0.05
resulting in 256 Pfam domains and 304 GO terms significantly associated with biological
complexity. Among these sets we found several domains that play important roles in
extracellular matrix processes, cell-cell interaction, transcription factors, hormones,
regulatory processes and key factors for cell differentiation and body development
processes. Taken together, our approach highlights important biological processes
associated with the increase of complexity in Eukarya, suggesting their importance for
the establishment of extant biological complexity.

Keywords: Eukarya, comparative genomics, biological complexity, number of different
cell types, computational biology, protein domain, Pfam, Gene Ontology.



1. Introducéo

1.1 - Complexidade bioldgica em Eukarya — defini¢Ges

Um consenso sobre a defini¢do de complexidade biolégica nos organismos vivos,
de maneira geral, e nos eucariotos, em particular, ainda é uma discussdo em aberto na
Biologia, mesmo apds décadas de debate (Bell e Mooers 1997; Szathmary et al. 2001;
Carroll, 2001; McShea, 1996, 2005; Lynch, 2007; Pennell et al. 2014). Formalizar uma
definicdo Unica e ideal de complexidade bioldgica nos eucariotos € particularmente dificil
frente ao universo dos varios modos de se pensar a biologia, dos diferentes contextos e
dos diferentes niveis de informag¢do comumente utilizados na ciéncia (conceitos, objetos
de estudo, teorias, hipoteses, modelos, definigdes, termos e ideias). As véarias abordagens
de complexidade bioldgica sdo conceitos distintos e subjetivos usados para descrever
algum fenébmeno ou processo fisico, quimico e bioldgico dentro de um contexto
especifico. O proprio termo “variagdo da complexidade biologica” é ambiguo e assume
varias interpretacdes e multiplos sentidos e contextos (Finlay e Esteban, 2009).

Dentro dessas limitacGes, varias abordagens, muitas vezes complementares,
buscaram explicar a origem ou aumentar a compreensdo dos mecanismos por tras da
evolucdo da complexidade bioldgica: 1) os nichos ecoldgicos se tornam mais complexos
e sdo preenchidos por organismos mais complexos a medida que aumenta a sua
diversidade (Arthur, 1994); 2) todos as forcas evolutivas, como mutagdes, selecéo natural
e a deriva influenciam a variacdo da complexidade bioldgica (Yaeger, 2009); 3) como a
evolucdo do genoma e do repertorio proteico confere novas funcionalidades para os
organismos (Vogel e Chotia, 2006). Para estes trabalhos e varios outros, um conceito
constantentemente utilizado na literatura para as diferentes definicGes de métricas de
complexidade biologica é o “proxy”, traduzido livremente aqui como “representante”.
Bons representantes seriam métricas que possam avaliar a complexidade biologica
considerando dois aspectos: (i) universalidade (aplicavel a qualquer sistema) e (ii)
operacionalidade (que indique, sem ambiguidade, como medir a complexidade nos
diferentes sistemas) (McShea, 1996).

Neste contexto, alguns trabalhos buscaram descrever e sumarizar as métricas
qgue quantificam a complexidade biolégica dos organismos (McShea, 1996). Neste
trabalho, estas métricas foram agrupadas em duas categorias principais: (i) Complexidade

Estrutural - objetos (nimero de partes fisicas de um sistema; por exemplo nimero de



genes de um genoma); (ii) Complexidade Funcional - processos (nimero de interacdes
entre estas partes fisicas; por exemplo interacGes de redes de proteinas). Estas duas
categorias podem ser hierarquicas - resultante do nimero de niveis de aninhamento tanto
de objetos (e.g. > 6rgdo > tecido > célula > organelas > proteina) quanto de processos
(e.g. genes > vias bioquimicas > redes metabolicas/informacionais) ou ndo hierarquicas,
descrevendo o numero de diferentes tipos de elementos (objetos, por exemplo por
exemplo o nimero de tipos celulares diferentes) ou interagdes (processos, por exemplo
contagem de diferentes func6es de um organismo) (McShea, 1996; Lang e Rensing, 2015;
Suga e Ruiz-Trillo, 2015).

Embora as categorias e ideias destes e de varios outros trabalhos ao longo das
décadas intuitivamente contemplem, de maneira variavel, os critérios da universalidade e
da operacionalidade, existe uma dificuldade que é exatamente validar experimentalmente
as hipdteses de modo a demonstrar a utilidade destes critérios (McShea, 1996; Lang e
Rensing, 2015). Em virtude da enorme gama de diversidade de formas e fungdes dos
organismos, documentar uma tendéncia genuina de evolugdo da complexidade bioldgica
é dificil e desafiante frente o nivel exigido de detalhamento dos processos como, por
exemplo, a resolucdo taxondmica (Lang e Rensing, 2015), para medir e descrever esta
complexidade (Adami, 2000; Niklas, Cobb e Dunker, 2014). Mesmo nesse cenério, Varios
estimadores de complexidade, grande parte deles com origem biol6gica evidente (por
exemplo o tamanho do genoma, o nimero de genes codificadores de proteinas, o tamanho
do proteoma) foram utilizadas em estudos ao longo das décadas para tentar explicar a
variacdo da complexidade biol6gica durante a evolugdo dos eucariotos.

Conforme descrito acima, ha diversos problemas na definicdo de proxy para
descrever a complexidade bioldgica de maneira universal e operacional, uma vez que
todas as diferentes métricas ainda sdo, em alguma escala, arbitrarias, sendo baseadas em
estimativas, aproximacoes, projeces ou, nos piores casos, suposi¢des e simplificacdes
excessivas, todas com deficiéncias especificas (Bell e Moers, 1997; Adami, 2000; Lang
e Rensing, 2015; Suga e Ruiz-Trillo, 2015). Embora ainda ndo exista um conceito
“plenamente ideal”, capaz de discriminar todos os processos da forma mais detalhada
possivel, para fins praticos, estes proxies sdo exemplos de como uma variavel quantitativa
pode ser utilizada como um indicador ou estimador do fenotipo mensurado (Lang e
Rensing, 2015).



1.2 - O namero de tipos celulares como um proxy de complexidade biologica em
Eukarya

Durante o processo evolutivo, diversas novidades evolutivas surgiram com a
origem dos eucariotos: 1) a cromatina e a diversificacdo da maquinaria de regulagdo da
expressdo génica e do processamento alternativo de RNA; 2) a compartimentalizagéo
celular, com a origem dos sistemas internos de membranas, dos cloroplastos e/ou
mitocondria (assim como interacGes simbidticas entre as células - permitindo assim o
surgimento da primeira célula eucariética); 3) o nucleo celular; 4) a reproducdo sexuada
a partir da meiose e os gametas haploides e 5) a multicelularidade a partir de ancestrais
unicelulares, tema de estudo dessa dissertacdo (Baum e Baum, 2014; Grosberg e
Strathmann, 2007).

A estimativa do numero de diferentes tipos de células de um organismo
eucariotico é um proxy comumente usado para mensurar a complexidade bioldgica nos
eucariotos, permitindo a comparacdo entre diferentes espécies de maneira quantitava e
homogénea (Bonner, 1988; Valentine et al., 1994; Bell e Mooers 1997; Hedges et al.,
2004; Haygood e Investigators, 2006; Lang et al., 2010; Schad et al., 2011, Chen et al.,
2014).

A estimativa do numero diferente de células é conceitualmente definida como
“quantidade de células com mesmo genétipo que expressam fenotipos distintos e se
dispdem espacialmente de modo a formar tecidos funcionais dentro de um organismo
integrado” (Rokas, 2008). Esse conceito € usado para classificar formas celulares
morfologicamente ou fenotipicamente distintas nos organismos (Arendt, 2008, Arendt et
al., 2016). Um organismo multicelular contém diferentes tipos celulares amplamente
diferentes e especializados para realizar diferentes funcGes. Na grande maioria dos
eucariotos multicelulares, embora as células sejam funcionalmente distintas, sdo
genotipicamente similares ou idénticas, sendo as diferencas entre os diferentes tipos
celulares usualmente causada pela regulacédo diferencial da expressao dos genes em seus
genomas. Esta habilidade das células em regular e coordenar a sintese de proteinas nos
diferentes tipos celulares aparenta um fator chave para a evolucdo da multicelularidade
nos eucariotos (Gregory, 2005).

Uma questdo relevante da pesquisa bioldgica contemporanea € avaliar como
ocorreu a evolugdo da complexidade bioldgica a partir do surgimento de novas
caracteristicas fenotipicas nos ancestrais unicelulares, que habilitaram 0s organismos a

aumentarem seus planos corporais e variar o desenvolvimento de novos tipos de células



nos diferentes clados dos eucariotos. O surgimento de organismos multicelulares a partir
dos ancestrais unicelulares ocorreu de forma independente pelo menos 25 vezes em
diferentes linhagens eucariotas, incluindo animais, plantas, fungos, algas verdes e
marrons, e Vvarios outros eucariontes (Grosberg e Strathmann, 2007; Niklas, 2014).
Entretanto, estes dados podem divergir na literatura. Esta divergéncia ocorre devido a
distintas abordagens em relacéo aos critérios funcionais e biologicamente relevantes para
0 advento da multicelularidade, como ades&o (conexao), comunicacao e cooperagao entre
as células.

Por exemplo, para Niklas, 2014 a multicelularidade evoluiu notavelmente uma
vez em animais, trés vezes em fungos, seis vezes em algas e diversas vezes em bactérias.
No caso dos eucariotos, a grande maioria se tornou multicelular através da diviséo clonal
de uma Unica célula (esporos ou zigotos), onde espécies facultativamente multicelulares
formam agregados de diferentes células como, por exemplo, coldnias (Sebé-Pedrés et al.,
2015).

O incremento independente do numero de diferentes tipos de células nos
eucariotos constituem eventos antigos na arvore da vida (Hedges et al., 2004). As
primeiras evidéncias oriundas de registros fosseis que indicam a transicdo da
unicelularidade para a multicelularidade foram cianobacteérias filamentosas, datando entre
3 a 3,5 bilhdes de anos (Knoll 2011) e os primeiros sinais de diferenciacdo celular, pré-
requisito para organismos maiores, datam periodos superiores a 2 bilhdes de anos atras
(Grosberg e Strathmann, 2007). Registros fosseis dos primeiros eucariotos multicelulares
indicam que estes podem ter surgido ha pelo menos 1 bilhdo de anos (Knoll et al. 2006).
Uma expansdo consideravel de diversidade de espécies de eucariotos como metazoérios,
fungos, algas vermelhas, algas verdes e um grande clado composto de alveolados,
rhizarios e outros protistas ocorreu entre 800 - 100 milhGes de anos atras, relacionado a
grandes eventos, dentre outros exemplos, de aumentos dramaticos de oxigénio
atmosférico e oceénico (Carroll 2001, King 2004, Knoll 2003, Maynard Smith e
Szathmary 1995).

Para fins praticos, o numero de tipos celulares pode ser um proxy para mensurar
a complexidade bioldgica por duas razdes principais:

(i) E uma métrica quantificada de forma razoavelmente objetiva a partir de uma extensa
revisao bibliografica da literatura para varias linhagens eucarioticas (Niklas, Cobb e
Dunker, 2014). Por consequéncia, abrange tanto linhagens de organismos unicelulares

que alteram seus fendtipos, funcionalidades e morfologias celulares nos diferentes
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estdgios em seus ciclos de vida (por exemplo alguns protistas) aos organismos
obrigatoriamente multcelulares durante a maior parte do seu ciclo de vida, onde que
células com mesmo gendétipo podem expressar fendtipos distintos com potencial para
realizar um determinado numero de funcdes especializadas.

(i) Vem sendo comumente usado para analisar relacbes entre a complexidade do
organismo e caracteristicas genémicas e funcionais, 0 que permite comparar e avaliar
diferentes estudos ja realizados. Diferentes hipdteses foram associadas a quantificacéo do
tipos celulares diferentes como critérios para explicar os principais mecanismos
moleculares associados a varia¢do da complexidade bioldgica nos eucariotos (Basu et al.,
2008; Chen et al., 2014; Lang e Rensing, 2015; Nam et al, 2015; Niklas et al., 2018), tais
como: por exemplo o tamanho do genoma, nimero de genes codificadores de proteinas
do genoma, tamanho do proteoma, comprimento de proteina, eventos de splicing
alternativo e desordem de proteinas (Niklas, Cobb e Dunker, 2014; Yruela et al., 2017).

Neste Ultimo contexto, as primeiras andlises de gen6mica comparativa da
evolucdo da complexidade propuseram que a complexidade biolégica, mensurada como
0 numero de tipos celulares de um organismo, poderia estar positivamente associada a
variaveis estruturais, como o tamanho do genoma, ou ao potencial codificador do mesmo,
como o nimero de genes codificadores de proteinas. Estes conceitos séo intuitivamente
coerentes, uma vez que genomas maiores ou com mais genes codificadores de proteinas
contém, em teoria, mais informacdo armazenada, sendo, portanto, estimadores de
complexidade. Entretanto, a aparente falta de associacdo entre estas variaveis (tamanho
do genoma e numero de genes codificadores) e a complexidade deu origem a dois
aparentes paradoxos na biologia: paradoxo do valor C (valor definido como tamanho do
genoma hapléide, mensurado pela quantidade de DNA no nucleo de células haploides) e
o0 paradoxo do valor G (nimero de genes codificadores de proteinas).

Estudos posteriores demonstraram que diversas razdes, tais como a quantidade de
sequiéncias de DNA ndo codificadoras de proteinas (ncDNA) (Gregory, 2005) e o nivel
de ploidia (Bennett e Leitch, 2005), sdo parcialmente responsaveis pela variacdo dos
tamanhos de genoma observados em todas as linhagens dos eucariotos, o que explica
sugere cautela ao utilizar estas variaveis como proxies da complexidade de forma global.
Algumas espécies de protozoarios e anfibios, como amebas (Gregory, 2005) e espécies
de salamandras (Keinath et al., 2015), por exemplo, possuem um numero relativamente
pequeno de diferentes tipos de células quando comparados a organismos

filogeneticamente proximos, mas tém genomas consideravelmente maiores se



comparados a estes (Gregory, 2005; Lang e Rensing, 2015), fato esse causado por
acumulo de material repetitivo em seus genomas (Luke, 2005; Keinath et al., 2015); no
caso de plantas, a variagdo na ploidia € muito mais ampla que em espécies de animais
(Bennett e Leitch, 2005); em conjunto, esses fendmenos sdo considerados explicacdes
satisfatorias para o paradoxo dos valores C e G, 0 que sugere que esses proxies ndo sdo

adequados como um bom estimador de complexidade bioldgica.

1.3 - Diversificacdo de fung¢bes moleculares em genomas eucarioticos

O recente advento da era gendémica, com o desenvolvimento e a maturacdo de
técnicas de sequenciamento de proxima geracdo (NGS), também conhecido como
sequenciamento massivamente paralelo de DNA, bem como o rapido crescimento de
bancos de dados de anotacOGes das regides funcionais do genoma e ontologias, tem
permitido a comparacdo detalhada dos padrdes de heranga, semelhanca e divergéncia
entre os genomas de diversos taxons. Estes processos também permitem o detalhamento
e compreensdo das funcdes bioldgicas dos organismos e como elas estdo organizadas nos
genomas. Na biologia molecular, o termo “funcao biologica” ¢ comumente associado as
proteinas, uma vez que os genes codificadores de proteinas sdo transcritos em mRNA,
que sdo entdo traduzidos em proteinas, as quais adotam estruturas tridimensionais
particulares, muitas vezes passando por modificacdes pos traducionais, 0 que permite a
execucao de suas fungdes, tanto a nivel molecular (genes e interacfes entre proteinas) ou
em alto nivel por exemplo em diferentes componentes do organismo (células, tecidos e
6rgdos) (Thomas, 2017).

Muitos dos genes essenciais relacionados aos processos moleculares
fundamentais, como a replicacdo e reparo do DNA e a sintese de proteinas, séo
compartilhados entre as diversas espécies de vida celular observadas na Terra. Entretanto,
é extremamente improvavel que existam duas espécies com 0 mesmo conjunto exato de
genes (Mushegian e Koonin, 1996). Durante o curso da evolugéo bioldgica, o surgimento
de novos genes com novas fungdes potenciais foi um processo biolégico que conferiu
notavel diversidade funcional, estando envolvidos no surgimento de complexos de
proteinas, interacdes regulatorias e processos metabolicos responsaveis pelas
propriedades fisioldgicas e bioquimicas de um organismo.

Toda esta diversidade molecular ¢é particularmente observada no

desenvolvimento dos eucariotos, que, conforme discutido anteriormente, abrange



diferentes linhagens com graus variaveis de complexidade bioldgica, desde organismos
unicelulares estritos, como protistas e algumas leveduras, organismos multicelulares
facultativos, como alguns fungos e algas, aos organismos multicelulares obrigatdrios,
como plantas, animais e alguns fungos (Lespinet et al., 2002). Consequentemente, €
razoavel supor que algumas arquiteturas especificas de proteinas podem estar associadas
a evolucdo da complexidade em Eukarya.

Hé& varios mecanismos responsaveis pela produgdo de novas estruturas génicas,
tais como retrotransposicéao, transferéncia lateral de genes; fissdo ou fusdo de genes,
origem de novo, duplicacdo génica de um genoma inteiro (WGD), ou poliploidizacéo;
duplicagdes em série (“in tandem”); duplicacdo seguido de divergéncia e exon shuffling
(ou embaralhamento de dominios - domain shuffling) (Long et al., 2003). Eventos de
duplicacdo génica sdo bases fundamentais para a evolucdo de organismos mais
complexos (Ohno, 1970). A duplicacdo génica € um dos principais mecanismos
moleculares responsaveis tanto pela variacdo da complexidade génica e fenotipica, assim
como responsaveis pela diversificacdo de funcdes potencialmente adaptativas, expansdes
de familias e superfamilias génicas para uma grande diversidade de espécies dos
eucariotos (Meyer e Schartl, 1999). Por exemplo grandes partes dos proteomas de
eucariotos mais complexos como 0s metazoarios evoluiram a partir de eventos de
duplicacdes repetidas de dominios de proteinas (Moore et al., 2008; Kawashima et al.,
2009). Assim como cerca de 90% dos genes nos eucariotos sao oriundos de eventos de
duplicacdo (Rosanova et al., 2017).

Durante a evolucdo dos eucariotos, novas familias de proteinas podem surgir a
partir de eventos de duplicacdo que pode resultar em (i) eventos de especia¢do em que 0s
ortdlogos tem a probabilidade de manter a fungéo ancestral em diferentes espécies ou (ii)
eventos de duplicacdo dentro de um genoma com alguma probabilidade de divergéncia
funcional entre os paralogos (Das, Dawson e Orengo, 2015). Neste segundo processo,
ap6s um evento de duplicacdo, as copias podem eventualmente divergir acumulando
mutacdes ndo sindbnimas. A deriva e a sele¢cdo também podem atuar para criar uma fungéo
genética especializada ou nova (Moore et al., 2008). Deste modo um dos genes paralogos
podem sofrer um processo de neofuncionaliza¢do, acumulando mutagdes livre de pressao
seletiva, sem alterar a atividade da célula. Uma vez que a mutacdo ocorre somente em
uma das copias do gene, um dos genes duplicados ainda mantém a funcionalidade
ancestral. Esta mutacdo pode originar fungdes de novo que ndo estavam presentes no gene

ancestral (Das, Dawson e Orengo, 2015).



Uma tipica proteina eucariotica consiste em uma estrutura modular composta
de vérios dominios (Han et al., 2007). Os dominios proteicos sdo estruturas terciarias
tridimensionais e conservadas de sequéncias proteicas que podem enovelar
independentemente do resto da proteina e possuem uma funcdo bioldgica, tal como
interacdes com outras biomoléculas (e.g. outros dominios, DNA/ RNA) ou uma atividade
enzimética (Bashton e Chotia, 2007). Os dominios podem ser considerados as menores
unidades estruturais e funcionais para a evolugdo de genes codificadores de proteinas em
Eukarya (Chotia et al., 2003, Vogel et al., 2004).

Outros mecanismos fundamentais que conferem novas arquiteturas de dominios
além de eventos de duplicacdo sdo a fusdo e fissdo de dominios (ou genes) (Vogel et al.,
2004). A fus@o é um tipo particular de recombinacdo em que as regifes codificadoras de
dois dominios de proteinas diferentes, ou mesmo de duas proteinas inteiras, sdo fundidas.
A fissdo por outro lado, ocorre quando um gene pode se dividir em duas ou mais regies
codificadoras menores. CombinacBes destes mecanismos podem gerar novas proteinas
multidominios, com novos dominios sendo eventualmente adicionados a uma proteina,
modificando sua funcionalidade, ou com a emergéncia de novas proteinas pela fissdo de
proteinas de multiplos dominios (Kummerfeld et al., 2005; Fong et al., 2007).

Além da fusdo e fissdo de genes e eventos de duplicacdo seguido de divergéncia,
0 embaralhamento de dominios é outro dos principais mecanismos que conferiu novidade
funcional nos eucariotos. O embaralhamento de dominios foi proposto por Gilbert em
1978 para explicar como a recombinacdo de genes pardlogos em que dois ou mais
dominios (ou exons) oriundos tanto de eventos de duplicacdo ou genes diferentes se
combinam para formar um novo rearranjo exon-intron. Em eucariotos, os limites dos
éxons sdo aproximadamente equivalentes aos dominios codificados por estes.
Adicionalmente, ao longo da evolucdo, éxons sdo duplicados, embaralhados dentro de
um genoma e combinados de maneiras diferentes (Vogel et al., 2004). Desta forma
através destes processos de recombinacdo novos éxons podem ser inseridos dentro de um
gene sem gerar interrupgcdes do quadro de leitura da proteina (Kaneko, 2004). Deste
modo, o embaralhamento de dominios fornece um mecanismo para a troca de sequéncias
de exons entre genes diferentes (de Souza, 2012) e ocasiona genes hibridos com mdaltiplos
dominios (Patthy 1995, 1999).

Outros conceitos bioldgicos importantes associados aos dominios da proteina
sdo as familias de proteinas e as superfamilias. Dominios relacionados por divergéncia a

partir de uma sequéncia ancestral comum (ou seja, dominios homologos) sdo agrupados



em superfamilias com base em evidéncias de sequéncia, estrutura e funcéo (Vogel et al.,
2004). Familias de proteinas sdo formadas por conjunto de proteinas que contém
dominios da mesma superfamilia (Vogel e Chotia, 2006). Frente estes conceitos, durante
a evolucdo, a combinacdo e expansdo de um conjunto finito de dominios foram
responsaveis pelo vasto repertdrio proteico observado na arvore da vida (Kanapin, Mulder
e Kuznetsov, 2010).

A combinagdo e expansao de dominios proteicos em novas arquiteturas génicas
com novas funcionalidades foi um importante mecanismo molecular responsavel pela
grande complexidade fenotipica em eucariotos (Babushok, Ostetarg e Kazazian, 2007).
Proteinas de organismos distintos com as mesmas arquiteturas de dominios
provavelmente compartilham ancestralidade em comum em diferentes organismos e,
possivelmente, as mesmas propriedades funcionais (Vogel et al., 2004). Entretanto,
arquiteturas especificas de proteinas multi-dominios sdo muitas vezes linhagem
especificas nos organismos eucariotos, as quais podem possuir funcdes especificas em
cada linhagem (Lespinet et al., 2002). Cerca de dois tercos do repertério proteico nos
eucariotos sao proteinas modulares multidominios (Han et al., 2007).

A identificacdo da sequéncia de uma proteina codificada por um gene permite
inferir sobre suas fungdes bioldgicas. Estas funcbes geralmente podem ser descritas
mediantes trés aspectos: (i) a atividade bioquimica desta proteina que ocasiona uma
funcdo molecular em vias, células, tecidos e érgaos (ii) o local especifico na célula, tecido
ou 6rgdo onde essa proteina exerce sua funcgdo e (iii) o papel desta proteina envolvida nos
processos bioldgicos (Thomas, 2017). Assim, para buscar funcbes bioldgicas,
representadas por dominios protéicos e outras anotacdes de proteinas, associados ao
aumento da complexidade em Eukarya, faz-se necessario primeiro realizar a anotacdo
funcional das proteinas encontradas nos genomas. Posteriormente a anotacdo, é
necessario também utilizar metodologias de correlacdo para buscar pela associagéo entre
a frequéncia de funcgdes bioldgicas e 0 aumento da complexidade bioldgica.

1.4 - Anotacdo funcional de proteinas

A anotacao de um genoma e um conjunto heterogéneo de processos que identifica
e caracteriza as regides funcionalmente importantes dos genomas, tais como genes,
centrémeros, teldmeros e operons, dentre outras. No caso de genes codificadores de
proteinas, a sua anotagdo pode ser (i) estrutural, quando exatamente identifica as

diferentes regides dos genes, tais como as regides presentes em mRNAs maduros (exons)
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e removidas durante seu processamento (introns), regides promotoras e terminadoras,
dentre outras (Richardson e Watson, 2012); (ii) funcional, quando anexa uma camada
adicional de informacdo bioldgica (metadados) a estrutura dos genes, por exemplo as
funcBes bioldgicas oriundas da identificacdo e classificacdo de familias de proteinas e
dominios, fun¢Ges moleculares ou uma ontologia (Yandell e Ence, 2012).

Geralmente uma proteina nova é caracterizada inicialmente com base nas
propriedades funcionais e estruturais de familias de proteinas ou dominios previamente
conhecidos os quais, quando localizados em novas proteinas, ¢ um indicativo de que a
funcdo realizada pelo dominio/familia j& caracterizada também deve ser realizada pela
nova proteina (Xu e Drunback, 2012). Essa caracterizacdo de novas proteinas usualmente
ocorre através do uso de modelos preditivos conhecidos como assinaturas de proteinas,
que basicamente sdo modelos matematicos construidos a partir de multiplos alinhamentos
de regibes conservadas de familias de proteinas ou dominios proteicos ja conhecidos
(Loewenstein et al., 2009). Estes modelos matematicos sdo utilizados para buscar, na
sequéncia de novas proteinas, regides suficientemente parecidas com as assinaturas.
Diferentes modelos de assinaturas de proteinas utilizam distintas abordagens para
identificacdo e descricdo de familias de proteinas, dominios ou alguma outra
caracteristica de uma sequéncia em particular.

Cada modelo é construido inicialmente com um alinhamento de mdaltiplas
sequéncias de proteinas, e dependendo da estratégia adotada pode focar em uma Unica
regido de sequiéncia conservada - motif (assinatura por padrdo), focar em multiplos motifs
conservados (fingerprints), ou considerar todo o alinhamento com todas as proteinas
como também apenas um dominio em particular (utilizando HMMs — Hidden Markov
Models ou Modelos Ocultos de Markov) (Gough et al., 2001). Apds a etapa do
alinhamento das multiplas sequéncias, o0 modelo é refinado por meio de pesquisas de
forma iterativa com um banco de dados de sequencias de proteinas a procura de
sequencias mais distantes que possam ser identificadas até resultar um modelo final e

robusto.

1.4.1. InterProScan

O programa InterProScan (Zdobnov e Apweiler, 2001) é uma ferramenta que
combina e sumariza varias assinaturas de proteinas de distintos bancos de dados em um

unico recurso pesquisavel, sendo hoje o estado da arte para a anotagdo funcional de novo
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de sequéncias protéicas (Quevillon et al., 2005; Mitchell et al., 2019). Estes bancos de
dados podem ser de origem diversas e possuir diferentes focos (por exemplo Pfam,
PROSITE, PRINTS, ProDom, SMART, TIGRFAMSs, PIRSF, SUPERFAMILY, Gene3D
e PANTHER) (Quevillon et al., 2005; Jones et al., 2014). Assim, InterProScan garante a
universalidade ao acesso aos diferentes bancos de dados de anotacao de sequéncias sem
a necessidade de cruzar os dados com cada database de forma individual (Mitchell et al.,
2019). O software utiliza como base de dados para a anotacao as diferentes assinaturas
descritas anteriormente e, como saida, sumariza os resultados da pesquisa uma tabela
contendo anotagdes oriundas do Gene Ontology e de outros bancos de dados como 0s

citados acima.

1.4.2. Pfam (Protein families) database

Conforme exposto anteriormente, os dominios proteicos podem ser considerados
unidades evolutivas conservadas, associadas tanto com a estrutura tridimensional como
com o repertorio funcional do genoma de um organismo sendo, portanto, possivel inferir
sobre as funcbes bioldgicas de uma proteina a partir da identificacdo de seus dominios.
De fato, a combinacdo de varios dominios em varias proteinas em eucariotos € em grande
parte responsavel pela formacéo de novas proteinas e, consequentemente, pelo aumento
da diversificacdo funcional destes organismos. O conhecimento das regides evolutivas
altamente conservadas dos genes, através da identificacdo de dominios proteicos, portanto
permitem classificar e identificar proteinas para varias espécies com base nas relagdes de
homologia (Xu e Drunback, 2012).

Estas informacGes sdo depositadas posteriormente nos repositérios publicos e
bancos de dados de anotacdo funcional de familias de proteinas e dominios. O Pfam
(Protein families database) (Sonnhammer, Eddy e Durbin, 1997) é um dos bancos de
dados de informacdo sobre familias de proteinas e dominios proteicos.
Metodologicamente, o Pfam utiliza a literatura e assinaturas de proteina para inferir sobre
a anotacdo funcional de sequéncias ndo caracterizadas experimentalmente (Finn et al.,
2016).

Perfis HMM sdo obtidos previamente com alinhamento de sementes (por
exemplo, um conjunto de sequéncias do mesmo dominio) para cada entrada Pfam, com o
objetivo de identificar regides homdlogas entre as sequéncias que sao significativamente

semelhantes ao perfil HMM. De posse dos perfis HMM para os diferentes dominios, o
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programa InterProScan é capaz de, a partir de uma sequéncia protéica ainda nao
caracterizada, predizer possiveis dominios protéicos na mesma, eventualmente

predizendo suas fun¢Ges moleculares (Finn et al., 2016).

1.4.3. Gene Ontology

Uma vez que um grande volume de dados gendmicos encontram-se disponiveis
atualmente, o principal empecilho para analizar estes dados em um arcabouco
comparativo e evolutivo é a sistematizacdo da anotacdo genémica. Grupos de pesquisa
distintos podem utilizar termos diferentes para descrever 0 mesmo processo bioldgico
(e.g. "atividade de degradacdo de ATP" e "ATPase"). Embora sejam automaticamente
interpretaveis por seres humanos, o uso de termos distintos para se referir a0 mesmo
processo impede que computadores possam analisar estes dados de maneira
independente.

Deste modo, é necessario uma linguagem universal que abranja todo o conjunto
conceitual de processos biolégicos, bem como as interacdes/relacdes entre as partes deste
conjunto, para anotar de maneira uniforme entidades bioldgicas que eventualmente
realizem a mesma funcdo. Uma ontologia, do ponto de vista das ciéncias da computacao
e da informacdo, ¢ descrita como um “vocabulario formal e controlado que descreve os
atributos de um conjunto de elementos (por exemplo classes, termos e conceitos) de um
dominio especifico (neste caso, 0 termo “dominio” ndo se trata de dominio proteico, e
sim de uma determinada area do conhecimento) e seus relacionamentos”. O uso de
ontologias permite representar em computadores, de maneira formal e sistematizada,
entidades e suas relagdes.

O Gene Ontology (GO) é uma ontologia que visa padronizar a anotacdo de
produtos génicos em uma linguagem comum e aplicavel para uma enorme gama de
organismos, de bactérias a seres humanos (Ashburner et al., 2000). Deste modo, 0 GO
proporciona uma representacdo computacional e funcional dos diferentes produtos
génicos. O GO consiste em um vocabulario formal, padronizado, hierarquico e controlado
de termos e as relacdes entre estes para descrever tanto atributos, funcGes e caracteristicas
dos genes e seus produtos como também fornecer ferramentas que permitem analisar
dados oriundos das anotagdes dos produtos génicos. O GO utiliza grandes trés ontologias
distintas, na qual as funcdes dos produtos génicos podem ser descritas em trés eixos

ortogonais (Munoz-Torres e Carbon et al., 2017):
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(i) Funcdo Molecular: termos que representam as atividades bioquimicas a nivel
molecular realizadas por produtos génicos. As fun¢des moleculares dos termos GO sao
freqlientemente acrescentadas com a palavra “atividade” para evitar confusdo entre os
nomes dos produtos génicos e suas funcdes moleculares (por exemplo o termo GO de
uma proteina quinase ¢ “atividade de proteina quinase”).

(if) Componente Celular: termos que representam aspectos relativos & anatomia celular,
ou seja, as diferentes estruturas celulares onde os produto génico desempenha uma
funcdo. Estes locais abrangem tanto subestruturas celulares (por exemplo o nucleo) e
compartimentos celulares (por exemplo uma mitocondria), quanto complexos
macromoleculares estaveis dos quais sdo partes (por exemplo, o ribossomo).

(iii) Processos Bioldgicos: termos que representam os diferentes processos bioldgicos
onde o produto génico atua. Um processo bioldgico é descrito formalmente como uma
série de eventos moleculares realizado por conjuntos de fungdes moleculares. Embora
haja uma certa sobreposicdo entre funcBes moleculares e processos bioldgicos,
usualmente os processos bioldgicos incluem conjuntos de fungbes moleculares
individuais. Novamente, termos GO de processos bioldgicos abrangem tanto processos
especificos (por exemplo metabolismo de pirimidinas) como gerais (por exemplo
transducéo de sinais, crescimento ou migragéo celular).

Computacionalmente, os termos GO sdo representados por um grafo, onde os
termos estdo representados em nos de uma rede hierarquica, de forma que os termos
menos especificos e mais gerais (pai) podem possuir varios termos especificos (filhos)
(Thomas, 2017). Suas conexdes e interagdes formam o que é tecnicamente descrito como
grafos aciclicos direcionados hierarquicos. A leitura desta rede de conexdes deve levar
em consideracao dois aspectos que definem esta relacdo entre termos pais e filhos: (i)
Quando existem combinac6es de termos filhos que juntos sempre sdo integrantes de um
mesmo termo pai (part of) e (ii) quando os termo filhos sdo mais especificos, detalhados
e explicativos que o termo pai (is a) (Figura 1).
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Figura 1 - relacGes entre termos pais e filhos usados no Gene Ontology.

As setas indicam que o termo filho é parte do termo pai, no exemplo utilizado o termo GO G0:0019319
(“hexose biosynthetic process”), destacado em amarelo, é filho dos GOs GO:0019318 (“hexose metabolic
process”) e GO:0046364 ("monosaccharide biosynthetic process"). Quando um termo é filho de outro
termo mais geral, a existéncia do termo mais especifico implica necessariamente que o gene que também é

anotado como todos 0s termos-pai de maneira recursiva.

Um produto génico utiliza quantos termos GO forem necessarios, de qualquer
ontologia, para descrever seu papel biolégico da maneira mais clara possivel. Diferente
de outros bancos de dados como, por exemplo o Pfam para dominios de proteinas, 0s
termos GO levam em consideracdo apenas o aspecto funcional dos produtos génicos. Um
mesmo termo GO pode estar associado a varios genes ou proteinas que fazem parte do

mesmo processo bioldgico sem refletir necessariamente suas relaces de homologia.

1.5 Coeficiente de Correlacao

Medidas de associacdo sdo metricas que avaliam a correlagéo entre duas variaveis
X ey, ou seja, avaliam se aumentos de x estdo associados a aumentos/diminuigdes de y.
Dentre as medidas de associagdo comumente utilizadas, duas destacam-se por seu amplo
uso e facil compreensdo: correlacdo de Pearson, utilizada para detectar associagdes
lineares (onde aumentos de x estéo associados & mesma taxa de aumento em mesma taxa

de aumento emy), e correlacdo de Pearson, utilizada para detectar associa¢cdes mondtonas
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(onde aumentos de x estdo associados a aumento/diminuicdo de y, sejam estes lineares ou
n&o). Ambas as correlagdes assumem independéncia entre os dados analisados, o que ndo
é verdadeiro na andlise de dados de espécies, onde existe dependéncia causada por
ancestralidade comum.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) assume, além da existéncia de relagédo
linear entre as variaveis, que a distribui¢do dos dados é normal. O célculo de r é obtido
pela divisdo da covariancia das duas variaveis pelo produto dos seus desvios-padrao.
Como resultado desta divisdo pelos desvios, r = [-1,1], sendo que -1 < r < 1. Valores
negativos indicam correlacdo negativa (aumentos de x estdo associados a diminuicdo de
y), e valores positivos indicam correlagdo negativa (aumentos de x estdo associados ao
aumento de y). Valores préximos dos extremos de r = -1 ou r = 1 indicam uma forte
correlacdo linear entre as variaveis, e valores proximos a zero indicam correlacdo fraca
ou auséncia de correlacéo.

Como alternativa ndo-paramétrica ao coeficiente de correlagdo de Pearson, outros
procedimentos estatisticos detectam qualquer tipo de variagdo monoténica (aumento de
x implica em algum aumento/diminuicdo de y, ndo necessariamente linear). O Coeficiente
de Correlagdo de Spearman (p), utilizado como uma generalizacdo do coeficiente de
correlacdo de Pearson, ordena as varidveis em escala ordinal crescente, onde o menor
valor de x recebe rank 1, 0 segundo menor, rank 2 e assim sussessivamente. O mesmo é
realizado para a variavel y. A partir do rank produzido para x e y, o Coeficiente de

Correlacéo de Spearman (p) utiliza a formula:
p=1-65d2/n (n>-1) 1)
sendo d;ja diferenca entre dois valores do rank de cada observacdo e n é o

namero de observacdes.

1.6 - Assinaturas moleculares associadas ao aumento do nimero de tipos de células
em genomas eucarioticos

Alguns trabalhos tém explorado a associagao entre 0 numero de tipos celulares
diferentes com a expanséo e diversidade do repertorio de proteinas, bem como de suas
interacdes e modificacbes pds traducdo, os quais podem eventualmente contribuir para a
variacdo fenotipica do numero de tipos celulares. Geralmente as proteinas definem uma
consideravel parcela da diversidade de funcGes e estruturas moleculares das células para

formarem tecidos especializados nos eucariotos (Di Roberto e Peisajovich, 2013).
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Através de anélises de gendmica comparativa, foi observado que algumas copias de genes
ou familias de genes podem ter contribuido significativamente para a evolucdo da
multicelularidade, uma vez que sdo mais frequentes em espécies multicelulares do que
em espécies unicelulares (Bjorklund, Ekman e Elofsson, 2006; Kawashima et al., 2009;
Miller, 2010). Dentre estas, destacam-se as familias de proteinas envolvidas em matriz
extracelular, adesdo, sinalizacdo, diferenciacdo e receptores celulares de alguns
eucariotos mais complexos, como 0s metazodrios, que surgiram originalmente nos
ancestrais eucariotos unicelulares e se expandiram nos organimos multicelulares
(Anderson et al., 2015; Kawashima et al., 2009), o que indica possivel associacédo entre
essas fungdes bioldgicas e a evolugcdo da multicelularidade nas linhagens dos eucariotos
(Sebé-Pedros et al., 2013).

Um estudo classico conduzido por Patthy, 1999 procurou analisar a distribuicao
evolutiva de proteinas modulares que evoluiram claramente por embaralhamento de
dominios para vérios eucariotos. O estudo avaliou a contribuicdo de embaralhamento de
dominios atribuida a categorias funcionais ligadas a multicelularidade em eucariotos
superiores como 0s metazoarios e dentre estes 0s vertebrados. Estas categorias envolvem
constituintes da matriz extracelular, processos de remodelacdo de tecidos, interacdes e
comunicacdo célula-célula/célula-matriz.  Alguns trabalhos demonstraram uma
correlagdo extremamente significativa entre as fronteiras de um exon e as fronteiras de
dominios de proteinas conrrepondentes (Liu e Grigoriev, 2004; Franca et al., 2012;
Choudhuri, 2014) para varios eucariotos, apoiando a ideia de embaralhamento de
dominios mediado por recombinacéo.

Em vista disto, estudos de gendmicas comparativa, onde se avalia como o
conteddo total dos genes codificadores de proteinas, sdo interessantes para avaliar como
a expansao de assinaturas protéicas, tais como dominios, familias e superfamilias,
desempenham um papel fundamental na compreensdo das principais categorias
funcionais associadas ao aumento da complexidade morfolégica nos eucariotos. Um
estudo particularmente relevante nessa area foi realizado por Vogel e Chotia, em 2006.
Nessa analise, avaliou-se a frequéncia de familias / superfamilias codificadas em genomas
completos e o niumero de tipos de células para 38 espécies de eucariotos (incluindo
protozoéarios, fungos, plantas, e animais ndo-cordados e cordados). Os autores
encontraram 194 de 1219 superfamilias de proteinas com frequéncias associadas ao
namero de tipos de células (correlacdo de Pearson > 0,8). Os dados aqui apresentados

demostraram que as principais categorias de familias de proteinas/superfamilias
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associadas a multicelularidade em linhagens eucaridticas desempenham papéis no
desenvolvimento, processos extracelulares (por exemplo, adeséo celular, comunicagéo
celular e resposta imune) e regulagéo génica (por exemplo, transducéo de sinal e ligagéo
ao DNA).

Embora os estudos anteriores tenham apresentado evidéncias importantes para
permitir a compreensao molecular de eventos gendmicos associados ao aumento da
complexidade em Eukarya, especialmente o trabalho de Vogel e Chotia, em 2006, os
mesmos apresentam diversas questdes que nao foram tratadas adequadamente: 1) nao
houve a avaliagio da qualidade das montagens dos genomas, a qual varia
consideravelmente entre espécies e pode interferir na frequéncia dos elementos
gendmicos; 2) ndo houve tratamento estatistico adequado para lidar com o cenario de
teste maltiplo de hipoteses, o que infla a frequéncia de falso-positivos detectados; 3) ao
se comparar dados de especies filogeneticamente relacionadas, deve-se adotar
metodologias estatisticas para levar em consideracao o fato de que as amostras (espécies)
ndo sdo independentes; 4) a analise de dominios e/ou superfamilias associados ao
aumento da complexidade falha em detectar sequéncias de origem filogenética distinta,
mas que realizam a mesma funcdo molecular (convergéncia molecular de funcédo), o que
é apropriadamente descrito pela anotagdo utilizando termos GO; 5) esse estudo buscou
somente correlacdes positivas entre 0 nimero de tipos de células, ndo investigando quais
funcbes bioldgicas e/ou dominios diminuem sua frequéncia com o aumento da
complexidade; 6) esse estudo utilizou a correlacdo de Pearson, a qual é sensivel a presenca
de outliers, enquanto outras metodologias estatisticas de associacdo (e.g. correlacdo de
Spearman), as quais s@o baseadas no ordenamento dos pontos, detectam eventualmente
associacfes ndo-lineares entre varidveis. Nas proximas secdes expomos mais
detalhadamente os problemas mencionados nos itens 1-3, uma vez que os demais ja foram
abordados anteriormente, bem expomos as solugdes adotadas nesse projeto para corrigir
ou mitigar estas questdes.

1.7. Avaliacédo da qualidade de montagem e a completude dos genomas

Conforme discutimos, o emprego de plataformas de sequenciamento de proxima
geragdo permitiu a rapida producdo de genomas completos. Entretanto, a qualidade das
montagens destes genomas varia enormemente em funcdo de dois grandes grupos de

caracteristicas: 1) propriedades biologicas do genoma/organismo alvo da montagem, tais
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como tamanho do genoma, quantidade de elementos repetitivos, ploidia e
heterozigozidade média, dentre outras; 2) caracteristicas especificas do processo de
montagem, tais como o0 tipo de tecnologia de sequenciamento, cobertura de
sequenciamento e algoritmos de montagem, dentre outras. (Parra, Bradnam e Korf, 2007;
Gurevich et al., 2013; Ou, Chen e Jiang, 2018).

Estudos de gendmica comparativa que utilizam informac6es de fungdes bioldgicas
sdo particularmente sensiveis a dados incompletos, uma vez que a deteccdo da frequéncia
de elementos gendmicos associados ao ndmero de tipos celulares depende de uma
estimativa fidedigna das frequéncias. Como exemplo, uma frequéncia baixa de um
dominio em um determinado genoma pode ser devida a um fendmeno bioldgico real ou
porque a qualidade de montagem do genoma € baixa e, eventualmente, algumas regides
gendmicas ndo estdo presentes na montagem, causando consequentemente uma anotacéo
funcional incompleta. Conforme demonstrado, a qualidade dos genomas ditos completos
pode variar consideravelmente (Waterhouse et al., 2017).

Uma alternativa metodoldgica é o desenvolvimento de softwares que aplicam
alguns critérios objetivos para avaliacdo da qualidade de montagem dos genomas, de
modo a selecionar montagens de alta qualidade (Ou, Chen e Jiang, 2018). Um critério
simples, porém, com algumas desvantagens consiste em avaliar o tamanho mediano dos
contigs e dos scaffolds montados atraves da estatistica N50. Resumidamente, essa métrica
descreve qual é o tamanho minimo da sequéncia que cobre 50% da montagem, ou seja,
50% da montagem esta contida em sequéncias maiores do que a sequéncia cujo tamanho
é 0 N50. A desvantagem dessa metodologia ocorre em funcédo da possibilidade da escolha
subjetiva dos parametros utilizados pelo procedimento de montagem de genomas para
aumentar o N50 sem melhoria objetiva da montagem. Qualquer mudanca minima nos
parametros utilizados durante a montagem pode ocasionar em fus@es errdneas entre as
reads para gerar uma contig maior, 0 que resulta em sequéncias quiméricas que ndo
existem no cromossomo original (Siméao e Waterhouse et al., 2015).

Outras estratégias de controle de qualidade de montagem de genomas tem como
enfoque a completude do genoma, definida como a porcentagem de genes ortélogos 1-1
taxon-especificos observada dividida pelo total de genes dessa natureza que deveriam
estar presentes no genoma. Uma vez que 0s organismos Vvivos celulares descendem de
ancestrais comuns, divergindo via especiacdo, eles também compartilham alguns
conjuntos de genes entre si. Dessa maneira, pode-se buscar pela presenca de tais genes

universais em um determinado td&xon em genomas recém-montados como critério de
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avaliacdo de montagem de genomas, 0 qual compreende uma meétrica definida por
completude genémica. A completude de um genoma é uma interessante métrica que
consiste em utilizar um critério biologico e ndo apenas estrutural (como avaliar o tamanho
dos scaffolds) para analisar o conteudo genético esperado para determinada espécie. Estas
técnicas, por avaliarem a completude do conteudo codificador do genoma, capturam de

maneira fidedigna a qualidade dos proteomas preditos (Siméo e Waterhouse et al., 2015).

1.7.1-BUSCO

O programa BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) se tornou
extremamente utilizado para realizar o controle de qualidade de montagem de genomas
através da deteccdo de ortdlogos 1-1 quase universais taxon-especificos. Os bancos de
dados de ort6logos sdo originados a partir de alguns clados selecionados do OrthoDB. O
programa BUSCO contém diversos bancos de dados de ort6logos 1-1 de diversos clados,
tais como artropodes, vertebrados, metazoarios, fungos e eucariotos, permitindo avaliar
objetivamente a qualidade de montagem de diversos genomas dentro de um taxon
qualquer em funcdo do seu conteldo génico esperado (Kriventseva, et al., 2015,
Waterhouse, et al., 2013).

Estes grupos de ortélogos 1-1 foram selecionados a partir de cada radiacéo
principal da filogenia das espécies com base em alguns critérios, por exemplo a
obrigatoriedade que 0s genes estivessem presentes como ortélogos de cdpia Unica em
pelo menos 90% das espécies do clado em questdo (Simdo e Waterhouse et al., 2015).
Por essa razdo, muitas vezes refere-se aos genes desse programa como ortologos 1-1
quase universais. Como resultado para tomadas de decisdes a posteriori, 0o BUSCO avalia
um genoma ou proteoma retornando, para cada ortélogo 1-1 do tdxon em questdo, qual é
0 seu status: completo cépia simples (o resultado desejavel); fragmentado (tamanho
menor do que o observado em outros genomas do mesmo clado); duplicado (mais de uma
cdpia no genoma em questdo) ou ausente. A soma das quatro categorias anteriores totaliza
1, e a porcentagem de cada uma delas permite avaliar objetivamente a qualidade do
genoma em funcdo do seu contetdo génico esperado (Siméo e Waterhouse et al., 2015;
Waterhouse et al., 2017).
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1.8 - Teste maltiplo de hipdteses

Uma outra questdo que ainda ndo foi tratada de maneira adequada em estudos de
gendmica comparativa onde se busca a associacdo potencial entre a frequéncia de dezenas
de milhares de elementos gendmicos (e.g. dominios protéicos) versus um fenotipo
quantitativo (e.g. niUmeros de tipos de células) € o cenario de teste multiplo de hipoteses
que naturalmente emerge dessas analises (Goeman e Solari, 2014). Ao se buscar, no
mesmo conjunto de dados (e.g., um mesmo conjunto de genomas em analise), pela
associacdo potencial entre a frequéncia de milhares de dominios protéicos e o nimero de
tipos de células dos organismos, a cada teste individual realizado ha a probabilidade de
se observar associa¢Oes significativas simplesmente pelo fato de que um numero
suficiente grande de hipdteses foi testado no mesmo conjunto de dados amostral. Como
exemplo, ao se estabelecer um valor arbitrario de significancia (valor p < 0,05), isso
significa que, ao se realizar 20 testes onde ndo ha associacdo entre a frequéncia de 20
dominios diferentes e 0 nimero de tipos de células, espera-se observar em média uma
associacao ao acaso. Assim, ao se testar milhares de hipdteses no mesmo conjunto, um
numero inaceitavelmente elevado de associagdes significativas espurias sdo esperados ao
acaso.

Esse tipo de situacdo ja é conhecido ha décadas em diversos campos da ciéncia,
sendo denominado como o problema das compara¢fes multiplas (multiple comparsion
problem), e algumas solugdes estatisticas ja foram apresentadas. A mais comum chama-
se correcdo de Bonferroni, e consiste em dividir o ponto de corte para aceitar a hipotese
como verdadeira (no exemplo acima, 0,05) pelo total de hip6teses sendo testadas. Assim,
ao se testar 10.000 hipdteses no mesmo conjunto de dados, o ponto de corte passa a ser
5x10e-6 ao invés do valor original de 5x10e-2. Outras correcdes menos estringentes que
a de Bonferroni também foram propostas, e sdo amplamente utilizadas em andlises
gendmicas que testam milhares de hipdteses no mesmo conjunto de dados, tais como
analises de enriquecimento funcional e estudos de associagdo em escala gendmica.
Entretanto, at¢é o momento, nenhum estudo que busca associacdo significativa entre

atributos genémicos e o nimero de tipos de células em Eukarya foi realizado.

1.9 - Meétodos comparativos filogenéticos e método de Contrastes Independentes

Desde que Theodosius Dobzhansky, um dos pais da teoria sintética da evolucéo

escreveu um artigo intitulado “Nada em biologia faz sentido exceto a luz da evolugao”
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(Dobzhansky, 1973), a unificacdo dos campos da genética, paleontologia, estatistica e
sistematica, dentre outros, sdo usadas para explicar como a evolucdo, atraves de forcas
como a selecdo natural e as mutagdes, influenciam a histéria de vida e a evolugdo
fenotipica nos organismos (Diniz-Filho, 2000). Em especial, diversos estudos visam
estudar se duas variaveis quantitativas medidas em diferentes espécies (e.g. peso corporal
versus area territorial) estdo associadas, ou seja, se as suas taxas de variagdo co-variam.
Entretanto, estudos dessa natureza devem considerar a dependéncia filogenética ao
comparar dados de diferentes espécies, uma vez que as similaridades entre espécies
podem ser resultantes tanto de heranca por ancestralidade comum quanto de processos de
convergéncia (Cornwell e Nakagawa, 2017).

Uma vez que as espécies descendem hierarquicamente de ancestrais comuns e,
devido a essa estrutura hierarquica, ha dependéncia entre os dados fendtipicos e
genotipicos de diferentes espécies, ocorre a violacdo da suposicdo estatistica de
independéncia das observagoes para estudos de associa¢do. Assim, 0 uso de metodologias
como coeficientes de correlacdo e construcdo de modelos lineares, dentre outros, ndo séo
adequados para a andlise de dados de espécies (Felsenstein, 1985).

Para tratar esse fato adequadamente, diversas familias de métodos computacionais
e estatisticos, coletivamente denominados métodos comparativos filogenéticos, foram
propostas. Esses métodos utilizam a histéria filogenética das espécies em analise para
corrigir a dependéncia filogenética dados fenotipicos/genéticos obtidos para as espécies,
incorporando assim a informacdo filogenética aos testes de hipdteses ao se analisar dados
de espécies (Cornwell e Nakagawa, 2017). Entre esses métodos, um dos mais populares
consiste no calculo de contrastes filogeneticamente independentes (phylogenetically
independent contrasts - PIC) (Felsenstein, 1985). Os métodos de PIC sumarizam a
quantidade de mudanca de um caractere em cada no interno de uma filogenia. Assim,
esses valores sdo tanto independentes quanto podem ser utilizados para estimar a taxa de
mudanga de um caractere em uma filogenia, 0 que passa a ser analizado utilizando
modelos lineares simples sem a dependéncia introduzida pela histéria filogenética
compartilhada.

Apos eventos de especiacdo, pode-se assumir que a evolucdo genémica das
especies decorrentes desse processo como eventos independentes (embora haja excegdes
importantes, como a transferéncia génica horizontal). Em analises de PIC, os valores
fenotipicos/genémicos de cada espécie (e.g. numero de tipos de células) sdo utilizados,

em conjunto com uma arvore ultramétrica (onde os tamanhos dos ramos sdo
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proporcionais ao tempo evolutivo), para obter novos valores denominados "contrastes
independentes filogeneticamente", os quais correspondem a taxa de mudanga em cada no
interno da arvore.

Simplificadamente, o método PIC computa, para cada no interno de uma filogenia,
qual a taxa de mudanca do caractere em questdo observada desde o evento de especiacdo
assumindo que a evolugédo do caractere segue movimento browniano, onde ramos maiores
das arvores filogenéticas apresentariam uma maior variagdo mudanca do caractere. Se
duas espécies "A" e "B" possuem um ancestral comum "C" e desejamos analizar como
um caractere "X" evoluiu ao longo da historia de "A" e "B", o algoritmo PIC obtém
inicialmente o "contraste independente”, que consiste na diferenca entre 0s
fendtipos/genotipos medidos para as espécies "A" e "B" (Xa - Xg, denominada Mag). Ao
assumir a evolucdo do caractere como um movimento browniano, o valor do contraste
obtido tem valor esperado de zero e variancia proporcional ao tamanho dos ramos de "A"
e "B" na rvore ultramétrica (variancia Vas proporcional ao tempo Ta + Tg, sendo "T" o
tamanho do ramo na arvore). Assim, os valores de contraste normalizado para o n6 interno
"C" sdo obtidos dividindo-se o contraste pela variancia dos nds terminais "A" e "B"
(contraste C = Mag/Vag). Cabe observar que esse método também pode ser utilizado para
todos 0s nds mais internos de uma filogenia até a raiz da arvore, produzindo, para N
espécies, N-1 pontos independentes, cada um correspondendo a taxa de evolucdo do
caractere "X" nos nos internos da arvore.

Apds a obtencdo dos valores de PIC para duas variaveis fenotipicas/genotipicas
quaisquer "X e "Y", o calculo de associacao entre os PICs consiste no uso de modelos de
regressao linear simples. O PIC é uma reformulacdo de modelos lineares (regressdo)
classicos, nos quais os valores fenotipicos originais medidos para espécies individuais
ndo sdo mais vistos como pontos de dados. Em vez disso, cada ponto de ramificacdo em
uma arvore filogenética de espécies é tratado como um evento independente, o que

consiste em uma réplica em um sentido estatistico (Felsenstein, 1985).
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2. Hipdtese

Os organismos eucaridticos apresentam imensa variacdo em sua complexidade, a
qual pode ser estimada pelo nimero de tipos celulares observados nesses organismos.
Diferentes espécies de eucariotos também apresentam imensa variacdo em sua
composicdo de elementos gendmicos, tais como a frequéncia de dominios protéicos e de
funces bioldgicas de genes, representadas por termos GO. Nosso trabalho hipotetiza que
os elementos gendmicos significativamente associados ao nimero de tipos de células
podem evidenciar eventos importantes para a evolugdo da multicelularidade, bem como
fornecer potenciais candidatos para novos processos bioldgicos importantes para o

surgimento de maultiplos tipos de células.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Detectar fungbes biologicas codificadas em genomas eucarioticos cujas
frequéncias gendmicas estejam significativamente associadas ao numero de tipos

distintos de células nestes organismos.

3.2. Objetivos especificos

« Busca bibliografica pelo namero de tipos de células e de genomas completos para as
espécies de Eukarya

+ Obtencdo dos proteomas ndo-redundantes para cada espécie

* Avaliagdo da qualidade dos proteomas ndo-redundantes via completude gendémica

* Anotacdo de novo dos proteomas ndo-redundantes

« Obtencdo da arvore ultramétrica para as espécies analisadas

* Procura por dominios de proteina / termos GO cuja frequéncia seja significativamente
associados ao numero de tipos de células, utilizando para isso: 1) a corre¢do para 0 cenario
de testes maltiplos de hipdteses, de modo a obter a robustez estatistica necessaria; e 2) a
utilizacdo do método de contrastes filogeneticamente independentes, de modo a corrigir
para a dependéncia intrinseca nos dados de analise comparativa de espécies

filogeneticamente relacionadas
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4 - Material e Métodos

A metodologia utilizada nessa dissertacdo encontra-se representada na Figura 2,

a qual serd utilizada como guia ao longo dessa secéo.

Extracdo das ORFs para todos os
loci de cada genoma;

. Remogdo das isoformas, a partir da
Curadoria do banco de selecdo da maior CDS para cada

dados de genoma dos locus de cada gene para cada
organismos genoma;

Tradugdo in silico para obter os
proteomas nao-redundantes.

Avaliacao da completude e da
qualidade do proteoma.

Anotagdo funcional dos proteomas
nao-redundantes

InterProScan

Produgdo dos arquivos de entrada
compativeis como KOMODO2

7 < . 2ot Obtida a partir dos nomes de
Criar a arvore filogenética 2P )
espécies no servico web

ultramétrica TimeTree of Life

Calculo dos coeficientes de
correlacao e modelos lineares;

KOMODO2

Calculo dos Contrastes
Filogenéticos Independentes.

Dominos / GOs associados
ao numero de tipos de
células

Figura 2 - Protocolo utilizado para calcular as frequéncias de dominios Pfam e termos
Go associados ao aumento da complexidade bioldgica em Eukarya.

Azul: curadoria dos banco de dados de proteomas ndo-redundantes e tipos celulares; roxo: avaliagcdo da
qualidade gendmica em termos do conteddo génico esperado; laranja: anotagdo funcional dos proteomas
ndo-redundantes; verde: obtencdo de arvore ultramétrica; amarelo: busca por fungdes bioldgicas associadas

ao aumento da complexidade em Eukarya.
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4.1 - Ambiente computacional utilizado no projeto

As analises realizadas nesse projeto foram executadas em um servidor DELL com
2 processadores Intel Xeon E5-4610 v2 2.3GHz totalizando 64 threads; 128GB de
memoria RAM e sistema operacional CentOS Linux release 7.5.1804 com suporte as
linguagens de programacéo PERLS5 versdo 7.5 e R versdo 3.0.0. Esse servidor também
contém os programas descritos nas secdes abaixo, os quais foram utilizados para a

realizacéo desse projeto.

4.2 - Obtencéo do namero de tipos celulares para organismos eucariéticos com
genomas completos

Inicialmente, selecionamos todas as espécies eucaridticas com genomas
completos disponiveis no banco de dados NCBI (pesquisa realizada no dia 05/06/2018).
Para cada uma dessas espécies, realizamos uma busca minuciosa por informacdes sobre
0 seu numero de tipos de células. O estudo realizado por Chen e colaboradores, em 2014,
compreende o maior compéndio disponivel de numeros de tipos de células para
organismos eucaridticos (Chen et al., 2014). Assim, optamos por utilizar esse artigo como
base para obtermos o nimero de tipos de células por espécie. Adcionalmente, estimamos
0 numero de tipos celulares diferentes para seis protistas identificando as suas fases de
diferenciacéo celular durante o ciclo de vida (Black e Boothroyd, 2001; Chen et al., 2014;
Sebé-Pedros et al., 2013 e Lone e Manohar, 2018).

4.3 - Obtencéo dos genomas completos dos organismos utilizados nesse estudo

Cada genoma completo é descrito em um arquivo no formato genbank,
representado como um arquivo de texto com extensdo “gbff”. (NCBI, 2013). Arquivos
.gbff contém informacbes sobre a sequéncia genémica da espécie, bem como diversas
informagdes da anotacdo gendmica disponiveis em varios campos. Especificamente,
esses arquivos contém 1) metadados sobre o genoma tais como tamanho, espécie de
origem, taxonomia, tipo de molécula (DNA ou RNA), identificadores e versdao do
genoma; 2) informac0es sobre os loci encontrados no genoma, tais como nome do locus,
isoformas observadas no locus, tamanho de cada isoforma, tipo de gene (codificador ou
RNA funcional), localizacdo cromossémica e sequéncia. As informacdes disponiveis em
arquivos genbank permitem que programas de bioinformatica extraiam, de maneira

automatica, porgdes funcionalmente interessantes dos genomas (e.g., todas as regides
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codificadoras encontradas em um genoma). Uma vez definidas as espécies que possuem
tanto genoma sequenciado disponivel no NCBI bem como o nimero de tipos de células,
utilizamos ferramentas de bioinformaética (scripts in-house desenvolvidos na linguagem
de programacdo em PERL) para realizar o download do genoma completo a partir do
banco de dados publico NCBI GenBank (Clark et al., 2015).

4.4 - Obtencéo dos proteomas nao-redundantes

Utilizamos o seguinte algoritmo para a obtengéo dos proteomas ndo-redundantes,
definidos como todo o potencial codificador descrito para uma espécie onde cada locus

encontra-se representado uma vez.

(i) extracédo das ORFs (Open Reading Frame — janelas abertas de leitura)

Nesse estudo, utilizamos algoritmos que extraem todas as ORFs de todos os loci
descritas em um arquivo .gbff, as quais representam o transcriptoma redundante ja
descrito para o genoma da espécie armazenado no arquivo. Adicionalmente, nossos
algoritmos também utilizam filtros para verificar a integridade das ORFs. Deste modo,
para cada ORF, avaliamos (i) a existéncia de codons de inicio e término validos,
respeitando as diferentes tabelas de codigo genético; (ii) se ha a ocorréncia de
nucleotideos ndo-candnicos (nucleotideos diferentes de “A”, “C”, “T” e “G”) e (iii) se as
ORFs sdo realmente lidas como codons que especificam os aminoacidos, ou seja, se as
sequencias codificadoras descritas sdo multiplas de trés.

Ao final dessa etapa, todas as ORFs que passaram pelos filtros descritos acima
foram armazenadas em um arquivo no formato fasta. Para cada ORF, armazenamos
também identificadores do seu locus de origem, descrito no arquivo genbank através de
um nome Unico (gene ID e/ou locus tag), bem como identificadores da proteina codificada

por cada isoforma (protein ID).

i) Obtencéo da maior isoforma por locus

Utilizando os arquivos fasta produzidos na etapa anterior, 0s quais contém, para
cada sequéncia, o seu locus e/ou gene de origem, desenvolvemos scripts na linguagem
PERL para selecionar, para cada locus (descrito nos arquivos genbank pela flag

"locus_tag") e/ou gene (descrito nos arquivos genbank pela flag "gene™) codificador de
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proteina, a maior ORF disonivel, a qual contém, em teoria, a maior quantidade de
informacdo de sequéncia para o gene em questdo. No caso de mais de uma isoforma com
0 mesmo tamanho para um mesmo locus, escolhemos aleatoriamente uma sequencia

como representante do gene.

(iii) Obtencéo das sequencias protéicas dos transcritos

Ap0s extrair a maior CDS para cada todos os loci do genoma em questao,
utilizamos o identificador da proteina codificada pelo transcrito (protein ID) armazenado
anteriormente para obtermos a sequéncia protéica codificada pelo transcrito. O conjunto
total das sequéncias proteicas de cada organismo obtidas através desse procedimento foi
denominado proteoma ndo-redundante do organismo, e foi utilizado nas etapas

posteriores conforme descrito nas proximas se¢des.

4.5 - Avaliacdo da qualidade dos proteomas através de andlise de completude

Os proteomas ndo-redundantes obtidos na etapa anterior foram analisados quanto
a sua completude utilizando o programa BUSCO versdo 3.0.2 (Simdo, Waterhouse,
loannidis, Kriventseva, & Zdobnov, 2015). Resumidamente, esse programa busca por
ortdlogos 1-1 conservados quase universalmente em um determinado tdxon como
evidéncia indireta da qualidade da montagem de novos genomas/proteomas nao-
redundantes de organismos do mesmo taxon. Como resultado, BUSCO retorna quais
ortdlogos 1-1 foram encontrados no proteoma ndo-redundante analisado, 0 numero de
copias de cada um deles e a ocorréncia de sequéncias protéicas com tamanho inferior ao
tamanho do ort6logo 1-1 analisado. Para a execugdo de BUSCO, utilizamos 0s proteomas
ndo-redundantes obtidos na etapa anterior como entrada, e os avaliamos quanto a
completude utilizando o banco de dados de ortélogos 1-1 quase universais de Eukarya,
disponibilizado para download na pagina do programa BUSCO (303 ort6logos 1-1 quase
universais encontrados nos genoma de mais de 90% de 100 eucariotos espalhados ao
longo da arvore da vida).

Para decidirmos se um proteoma ndo-redundante esta suficientemente completo
para as analises posteriores, utilizamos como pontos de corte 0s seguintes critérios: 1)
deteccdo de 70% ou mais dos 303 ortdlogos 1-1 quase universais de Eukarya; 2) menos
de 10% de ortélogos 1-1 quase universais duplicados; 3) menos de 10% de ort6logos 1-1

fragmentados; 4) menos de 10% de genes ausentes.
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4.6 - Anotacao funcional dos proteomas nao-redundantes

Ap0s a obtencdo dos proteomas ndo-redundantes, procedemos com a anotacao de
novo dos mesmos utilizando o programa InterProScan (Zdobnov e Apweiler, 2001).
Resumidamente, esse programa faz uso de diversos bancos de dados, os quais contém
dominios, superfamilias e outras assinaturas funcionais encontradas anteriormente em
proteinas j& caracterizadas funcionalmente, para buscar pelas mesmas assinaturas em
proteinas ainda ndo-anotadas, de modo a predizer as possiveis fungdes das novas
proteinas.

As funcgdes das proteinas analisadas no InterProScan podem ser inferidas ao se
detectar, por exemplo, um dominio que possua fungdo conhecida (e.g. "ligacdo ao DNA™).
Adicionalmente, algumas das assinaturas detectadas pelo programa InterProScan
possuem termos GO associados as mesmas, 0 que permite inferir que a funcédo bioldgica
descrita por esse termo esta presente na proteina anotada. Ao final dessa etapa, obtivemos
arquivos que contém, para cada proteina dos proteomas completos, informagfes sobre
seus dominios e termos GO, quando disponiveis.

4.7 - Obtencédo de arvore ultramétrica para as espécies analisadas

Para as andlises de contrastes filogenéticamente independentes, faz-se necessario
0 uso de uma arvore filogenética ultramétrica, onde os tamanhos dos ramos sdo
proporcionais ao tempo evolutivo. Para esse fim, utilizando o servigo web TimeTree of
Life, o qual recebe como entrada uma lista de espécies e retorna ao final uma arvore

ultramétrica das mesmas (Hedges et al., 2006; Kumar et al., 2017).

4.8. Analises estatisticas - KOMODQO2

De posse dos arquivos de anotacdo dos proteomas completos ndo-redundantes,
obtidos através do programa InterProScan, e da arvore ultramétrica de espécies, obtida
através do servico web TimeTree of Life, procedemos com a andlise de genémica
comparativa visando detectar dominios protéicos e funcdes bioldgicas significativamente
associadas ao aumento da complexidade em Eukarya. Para tal, utilizamos o programa

KOMODO?2 (nao-publicado), desenvolvido em nosso grupo de pesquisa.
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4.8.1 - Arquivos de entrada de KOMODO?2

O programa KOMODO?2 foi desenvolvido para detectar elementos gendmicos
(dominios protéicos, superfamilias de proteinas, termos GO etc.) significativamente
associados a um fenoétipo quantitativo, tal como o nimero de tipos de células de uma
espécie. Adicionalmente, KOMODO2 também permite que eventuais viéses causados
pela estrutura hierarquica produzida pela especiacao seja removido da anélise, utilizando
para isso 0 método de contrastes filogeneticamente independentes (PIC) (Felsenstein,
1985). KOMODO?2 necessita de dois tipos de arquivos de entrada para realizar sua
andlise: 1) uma arvore filogenética de espécies, utilizada para o calculo dos valores de
PIC (a qual obtivemos no servico web TimeTree of Life); 2) arquivos de anotagdo dos
proteomas ndo-redundantes (obtidos através do programa InterProScan). Em nosso
estudo, utilizamos duas anotacdes distintas: uma compreende a frequéncia de todos
dominios protéicos detectados em um determinado proteoma, e a outra consiste na

frequéncia de todos os termos GO encontrados em um proteoma.

4.8.2 - Andlises estatisticas utilizando KOMODO2

Ap06s obtermos os arquivos de entrada do programa KOMODO?2, procedemos
com as analises descritas abaixo para identificarmos as fungdes moleculares

significativamente associadas ao aumento do numero de tipos de células em Eukarya.

(i) calculo dos coeficientes de correlacdo e correcao para testes multiplos de
hipoteses

De posse dos arquivos contendo a arvore filogenética ultramétrica de espécies e
0s arquivos de anotacdo de cada proteoma ndo-redundante, procedemos com as analises
estatisticas visando computar a correlagao entre as frequéncias dos elementos genémicos
(dominios protéicos ou termos GO) e o nimero de tipos celulares das espécies em analise.
Para obter os resultados de correlagdo o programa KOMODO?2 realiza 0s seguintes
procedimentos: 1) calculo das correlagdes de Pearson e Spearman entre a frequéncia dos
elementos genémicos e o numero de tipos celulares; 2) calculo dos valores de
significancia para cada correlagdo, utilizando a funcdo "cor.test” da linguagem de
programacdo R (R Development Core Team, 2001); 3) correcdo para teste multiplo de
hipoteses utilizando a fungdo "BH" da linguagem de programacédo R; 4) producdo dos

arquivos de resultados (tabelas contendo os resultados para cada elemento gendmico:
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dominios Pfam ou termos GO), bem como seus valores p-corrigidos. Ressaltamos que as
correlagdes de Pearson foram computadas somente para permitir a sua compara¢ao com
as correlagdes de Spearman, ndo sendo levadas em consideracdo para estabelecer

associacdo significativa.

(ii) analise de contrastes independentes e correcdo para testes multiplos de
hipoteses

O método "pic", implementado no pacote "ape" (Paradis & Schliep, 2018),
disponivel na linguagem de programacdo R, é uma reformulacdo de modelos lineares
(regressdo linear) cléssicos, nos quais os valores fenotipicos medidos para espécies
individuais (por exemplo, nimero de tipos de células ou a frequéncia de um dominio de
proteinas) ndo sao mais vistos como pontos de dados. Em vez disso, a taxa de variacao
apos cada evento de especiacdo em uma arvore filogenética é tratado como uma réplica
em um sentido estatistico (Felsenstein, 1985).

Para computar modelos lineares para termos GO e dominios Pfam, procedemos
da seguinte maneira: 1) Célculo das frequéncias de cada termo GO/dominio Pfam; 2)
execucdo da funcdo "pic", fornecendo como entrada as frequéncias de termos
GO/dominios Pfam e o numero de tipos celulares de cada genoma, bem como a arvore
filogenética de espécies utilizada; 3) Obtencdo dos valores de contrastes independentes
pra as frequéncias de termos GO/dominios Pfam e o numero de tipos de células; 4)
construcdo dos modelos lineares para cada termo GO/dominio Pfam, e obtencdo de seus
valores de significancia (probabilidade da regressdo possuir inclinagdo diferente de zero);
corre¢do dos valores-p obtidos utilizando o método BH, considerando o cenério de teste
maultiplo de hipdteses; 5) producdo dos arquivos de resultados (tabelas contendo os
resultados para cada elemento gendmico: dominios Pfam ou termos GO), bem como seus

valores p-corrigidos.

(iii) Filtro e obtencéo dos resultados finais

Para considerarmos um determinado elemento genémico como significativamente
associado ao nimero de tipos de células, utilizamos trés filtros distintos: 1) valores-p
corrigidos menores que 0,05 para o teste de correlagdo de Spearman; 2) valores-p
corrigidos menores que 0,05 para os modelos lineares construidos utilizando a

metodologia dos contrastes filogeneticamente independentes; 3) ocorréncia minima de 40
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para um determinado elemento gendmico, ou seja, 0 elemento em questdo precisa ser
observado pelo menos 40 vezes em um ou mais genomas para ser considerado em nossas
andlises; 4) desvio-padrdo acima de um para os dados brutos. A representacdo grafica dos
resultados de correlacdo de Spearman e Pearson foi obtida através da linguagem de

programacéo R e do pacote ggplot2 (Wickham, 2016).

4.9 Reducdo da redundancia dos termos GO

Devido a estrutura da ontologia representada pelo GO, diversos termos pais e
filhos sdo parcialmente redundantes, acrescenteando pouca informacéao. Assim, utilzamos
o programa REVIGO (Supek et al., 2011) para sumarizar nossos resultados para termos
GO, produzindo ao final uma representacao visual dos termos GO mais unicos (defini¢do
baseada em medidas de semelhanca seméantica) e mais significativos em uma determinada
andlise (utilizamos os valores de correlacdo de Spearman corrigidos para fins de

significancia). Nao utilizamos critérios para sumarizar os dominios Pfam.

32



5. Resultados

5.1 - Obtencao do numero de tipos celulares para organismos eucariéticos com
genomas completos

Iniciamos nossa analise com uma revisao completa da literatura buscando espécies
com genomas completos disponiveis e informacdes sobre o numero de tipos de células.
Encontramos inicialmente 60 espécies com ambas as informagoes disponiveis (Tabela 1,
Figura 3). Deste total, obtivemos o nimero medio de tipos de células para 54 espécies no
bancos de dados do trabalho de Chen et al., 2014. Para as 6 espécies de protozoarios
remanescentes, encontramos o numero de tipos de células nos trabalhos de Black e
Boothroyd, 2001; Chen et al., 2014; Sebé-Pedroés et al., 2013 e Lone e Manohar, 2018.
Observamos que 0s metazoarios apresentam o maior nimero de tipos de células, o qual
aumenta nos cordados; em particular, a espécie Homo sapiens apresenta 0 maior nimero
de tipos de células, cerca de 56% maior que a espécie mais proxima relacionada

filogeneticamente (Pan troglodytes).
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Tabela 1: Estimativa do niamero de tipos de células diferentes para os 60 organismos eucariotos

utilizados nesse estudo. As duas primeiras colunas indicam a classificacdo taxondmica (reino e espécie),

a terceira coluna indica 0s nomes comuns de cada espécie e a quarta coluna indica a média das estimativas

do namero de tipos celulares diferentes para cada espécie.

N° tipos
Reino Nome cientifico Nome comum celulares

(média)
Animalia (non-chordate) Trichoplax adhaerens Trichoplax 4
Animalia (non-chordate) Amphimedon queenslandica Sponge 14
Animalia (non-chordate) Nematostella vectensis Starlet sea anemone 21
Animalia (non-chordate) Hydra vulgaris Hydra 22
Animalia (non-chordate)  Caenorhabditis briggsae Nematode 28,5
Animalia (non-chordate) Caenorhabditis elegans Nematode 28,5
Animalia (non-chordate) Daphnia pulex Water flea 50
Animalia (non-chordate)  Drosophila melanogaster Fruit fly 57
Animalia (non-chordate) Apis mellifera Homey bee 59
Animalia (non-chordate) Anopheles gambiae malaria mosquito 64
Animalia (chordate) Ciona intestinalis Vase tunicate 74
Animalia (chordate) Branchiostoma floridae Anfioxo 100
Animalia (chordate) Danio rerio Zebrafish 119,5
Animalia (chordate) Takifugu rubripes Japanese pufferfish 119,5
Animalia (chordate) Tetraodon nigroviridis Green spotted pufferfish 119,5
Animalia (chordate) Canis lupus Dog 129
Animalia (chordate) Xenopus tropicalis Western clawed frog 129,5
Animalia (chordate) Mus musculus Mouse 130,5
Animalia (chordate) Bos taurus Cow 138,5
Animalia (chordate) Rattus norvegicus Brown rat 138,5
Animalia (chordate) Gallus Chicken 154
Animalia (chordate) Felis catus Cat 159
Animalia (chordate) Tupaia belangeri Northern treeshrew 159
Animalia (chordate) Pan troglodytes Chimpanzee 169
Animalia (chordate) Homo sapiens Human 264,5
Fungi Kluyveromyces lactis Yeast 3,05
Fungi Yarrowia lipolytica Yeast 3,05
Fungi Encephalitozoon cuniculi microsporidium 3,35
Fungi Saccharomyces cerevisiae Baker's yeast 4,05
Fungi Err]]ri/ns%rs(z)%hr?j:r? white rot fungus 4,35
i Schlzosggﬁsgomyces Fission yeast 30
Fungi Ustilago maydis Corn smut 4,35
Fungi Aspergillus nidulans filamentous fungi 5,55
Fungi Neurospora crassa filamentous fungi 5,55
Plantae Chlamydomonas reinhardtii Green alga 1
Plantae Ostreococcus lucimarinus marine green alga 1
Plantae Ostreococcus tauri marine green alga 1
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Plantae Volvox carteri Green algae 2
Plantae Physcomitrella patens Spanish moss 21
Plantae Selaginella moellendorffii Spikemoss 25
Plantae Brachypodium distachyon Purple false brome 27,25
Plantae Sorghum bicolor Sorghum 27,25
Plantae Vitis vinifera Common grape vine 27,25
Plantae Populus trichocarpa Eastern balsam poplar 28,5
Plantae Oryza sativa Rice 35
Plantae Arabidopsis thaliana Thale cress 59
Plantae Zea mays Maize 63,625
Protist Capsaspora owczarzaki Amoeboid holozoan 3
Protist Dictyostelium discoideum Slime mould 4,65
Protist Entamoeba histolytica Amoeba 4,65
Protist Toxoplasma_gondii toxoplasma 5
Protist Saprolegnia_parasitica oomyiiestﬁ ;\;&;;esri tr:oulds 6
Protist Achlya hypogyna Oomycete water mold 6
Protist Leishmania major leishmaniasis parasites 7,85
Protist Phytophthora ramorum oomycete plant pathogen 7,85
Protist Plasmodium falciparum oomycete plant pathogen 7,85
Protist Theileria annulata theileriosis parasites 7,85
Protist Trypanosoma brucei sleeping sickness parasites 7,85
Protist Phytophthora_sojae oomycete plant pathogen 7,85
Protist Phytophthora infestans oomycete plant pathogen 7,85
Protist Phytophthora parasitica 7,85

oomycete plant pathogen
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Homo sapiens
Pan troglodytes
Felis catus
Gallus gallus
Rattus norvegicus
Bos tourus
Mus musculus
Xenopus tropicalis
Canis lupus
Tetroodon nigroviridis
Takifugu rubripes
Danio rerio
Branchiostoma fioridae
Ciona intestinafis
Anopheles gambiae
Arabidopsis thaliana
Apis mellifero
Drosophia melanogaster
Daphnia pulex
Coenorhabditis elegans
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Nematostella vectensis
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Phytophthora_parasitica 85 : : i =
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Figura 3 - Nameros de tipos celulares diferentes para os 41 genomas de eucariotos com
alta completude gendmica.

As cores na legenda indicam os reinos em que as espécies pertencem e os valores indicam o nimero de
espécies por reino. Os valores para 0s tipos celulares diferentes para cada espécie estdo ap6s as barras

coloridas no grafico de barras.

5.2 - Obtencéo dos genomas completos dos organismos utilizados nesse estudo

Apbs obtermos, a partir do banco de dados de genomas do NCBI, os arquivos
genbank contendo o0 genoma das espécies para as quais obtivemos também os nimeros
de tipos de células distintas, observamos que, dentre as 60 espécies, trés destas (Tupaia
belangeri, Phanerochaete chrysosporium e Phytophthora ramorum) ndo continham
anotacdes das regides codificadoras em seus respectivos arquivos. Consequentemente,
estas espéecies foram excluidas as analises posteriores, e prosseguimos nossas analises

com as 57 espécies remanescentes.
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5.3 - Obtencao dos proteomas nao-redundantes

De posse dos genomas das 57 espécies que também possuem numero de tipos de
células estabelecidos na literatura cientifica, procedemos com a extracdo de todas as
isoformas descritas para cada espécie, denominada por nos como “transcriptoma
codificador redundante”. Essas sequéncias foram obtidas a partir dos arquivos genbank
através identificacdo de regides gendmicas que possuem uma flag "translation™ a flag
"gene"” ou "locus_tag". Todas estas regides as regides codificadoras foram entdo
sumarizadas para obtermos somente uma Unica sequéncia protéica representativa por
locus e/u gene, o qual denominamos como proteoma ndo redundante de cada espécie
(Tabela 2). Para cada espécie, calculamos também a porcentagem de reducdo dos
proteomas, a qual foi obtida dividindo-se o numero de sequéncias do proteoma néo-
redundante pelo transcriptoma codificador redundante, subtraindo-se um do resultado e
multiplicando-se o nimero obtido por 100. Observamos que as maiores redugdes foram

observadas nos organismos-modelo mais estudados.
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Tabela 2: Avaliacdo dos proteomas utilizados nesse estudo. As colunas "proteoma redundante” e

"proteoma ndo-redundante” contém, respectivamente, o nimero total de transccritos produzidos por loci

transcricionalmnte ativos e o nimero total de proteinas dos loci codificadores, onde a maior sequéncia

disponivel foi escolhia como representante do locus.

Transcriptoma

Proteoma nao-

Nome comum Espécie codificador % reducéo
redundante redundante

Cow Bos taurus 49107 19613 60,06
Anfioxo Branchiostoma floridae 28623 28226 1,39
Dog Canis lupus familiaris 58776 18970 67,72
Vase tunicate Ciona intestinalis 21099 12948 38,63
Zebrafish Danio rerio 57100 25831 54,76
Cat Felis catus 54726 18378 66,42
Chicken Gallus gallus 46393 18064 61,06
Human Homo sapiens 114419 20026 82,50
Mouse Mus musculus 78443 21949 72,02
Chimpanzee Pan troglodytes 79940 21975 72,51
Brown rat Rattus norvegicus 56113 21525 61,64
Japanese pufferfish Takifugu rubripes 31052 19817 36,18
Green spotted Tetraodon nigroviridis 27918 26711 4,32
pufferfish

Western clawed frog ~ Xenopus tropicalis 39715 20166 49,22
Sponge Amphimedon 24116 19506 19,12

gueenslandica

Malaria mosquito Anopheles gambiae 14102 12325 12,60
Honey bee Apis mellifera 22456 9860 56,09
Nematode Caenorhabditis briggsae 21959 21399 2,55
Nematode Caenorhabditis elegans 28420 20063 29,41
Water flea Daphnia pulex 30611 29873 2,41
Fruit fly Drosophila melanogaster 30493 13862 54,54
Hydra Hydra vulgaris 21993 16391 25,47
Starlet sea anemone Nematostella vectensis 24780 24328 1,82
Trichoplax Trichoplax adhaerens 11520 11417 0,89
Filamentous fungi Aspergillus nidulans 9556 9546 0,10
Microsporidium Encephalitozoon cuniculi 1996 1996 0,00
Yeast Kluyveromyces lactis 5085 5084 0,02
Filamentous fungi Neurospora crassa 10812 9748 9,84
Baker's yeast Saccharomyces cerevisiae 6002 5980 0,37
Fission yeast Schizosaccharomyces 5132 5122 0,19

pombe
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Yeast Yarrowia lipolytica 6472 6465 0,11

Purple false brome Brachypodium distachyon 33944 24719 27,18

Rice Oryza sativa 28555 28329 0,79

marine green alga Ostreococcus tauri 7766 7557 2,69

Eastern balsam Populus trichocarpa 45942 40992 10,77
poplar

Sorghum Sorghum bicolor 39248 28093 28,42

Green algae Volvox carteri 14436 14201 1,63

Slime mould Dictyostelium discoideum 14406 13781 4,34

Amoeba Entamoeba histolytica 13315 13119 1,47

Oomycete plant Phytophthora ramorum 8316 8311 0,06
pathogen

Theileriosis Theileria annulata 17797 17566 1,30

Toxoplasma Toxoplasma gondii 8318 8318 0

Oomycete plant Phytophthora infestans
pathogen

3
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5.4 - Avaliacéo da qualidade dos proteomas atraveés de analise de completude

De posse dos proteomas ndo-redundantes obtidos na etapa anterior, utilizamos o
software BUSCO para avaliar a completude dos mesmos como controle de qualidade dos
procedimentos anteriores. Selecionamos 0s seguintes pontos de cortes para a tomada de
deciséo ao avaliar a qualidade dos proteomas, sendo que a falha em observar qualquer um
dos mesmos foi motivo para exclusdo das espécies das analises posteriores: 1) > 70% de
genes completos (copias simples + duplicagdes); 2) > 70% de copias simples; 3) < 10%
de genes duplicados; 4) < 10% de genes fragmentados e 5) < 10% de genes ausentes. Os
resultados da execu¢do do programa BUSCO nos proteomas ndo-redundantes esta
descrito na tabela 2 e pode ser visualizado na figura 4. Algumas espécies foram excluidas
por mais de um critério.

Em relacdo ao critério "1", trés espécies de organismos unicelulares
(Encephalitozoon cuniculi, Entamoeba histolytica e Theileria annulata) foram excluidas,
apresentando completude total (copias simples + duplicagdes) de 60,1%, 65,7% e 64,7%,
respectivamente. O critério "2" excluiu nove espécies (Encephalitozoon cuniculi (59,1%),
Selaginella moellendorffii (7,9%), Physcomitrella patens (65,7%), Zea mays (55,1%),
Entamoeba histolytica (54,1%), Leishmania major (67,7%), Plasmodium falciparum
(69%), Theileria annulata (62,7%) e Trypanosoma brucei (67,7%)).

Oito espécies de organismos apresentaram mais de 10% de ortélogos 1-1 quase
universais com duplicacdes (Oryza sativa, Ostreococcus tauri, Physcomitrella patens,
Populus trichocarpa, Selaginella moellendorffii, Sorghum bicolor, Vitis vinifera, Zea
mays e Entamoeba histolytica), motivo pelo qual foram excluidas das analises
posteriores. Nenhuma espécie foi excluida por apresentar ortélogos 1-1 fragmentados.
Finalmente, nove espécies (Hydra vulgaris, Encephalitozoon cuniculi, Ostreococcus
lucimarinus, Entamoeba histolytica, Leishmania major, Plasmodium falciparum,
Theileria annulata, Trypanosoma brucei e Toxoplasma_gondii) apresentaram valores
superiores a 10% de genes ausentes, sendo excluidas por essa razéo.

Apbs a andlise de qualidade dos proteomas utilizando o programa BUSCO,
observamos que o grupo com a menor quantidade de copias simples e genes ausentes sdo
0s protistas, por outro lado o grupo com a maior quantidade de genes com duplicagdes
foram as plantas e as algas. Deste modo, eliminamos de nossas analises um total de 15
organismos: cinco protozoarios (Entamoeba histolytica, Leishmania major, Plasmodium

falciparum, Theileria annulata, Trypanosoma brucei e Toxoplasma_gondii), oito plantas
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e algas (Oryza sativa, Ostreococcus tauri, Physcomitrella patens, Populus trichocarpa,
Selaginella moellendorffii, Physcomitrella patens, Populus trichocarpa e Zea mays), um
fungo (Encephalitozoon cuniculi) e um animal ndo-cordado (Hydra vulgaris).
Prosseguimos nossas analises com um total de 42 espécies. Nesse momento, cabe
ressaltar que, dentre as espécies com maior numero de ortélogos 1-1 quase universais em
copia simples e, portanto, com maior qualidade do proteoma, observamos organismos dos
mais diversos grupos taxondmicos, tais como plantas (Arabidopsis thaliana e
Brachypodium distachyon), Fungos (Neurospora crassa) e animais (Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster Pan troglodytes, Felis catus e Homo sapiens),
indicando que nossa metodologia foi capaz de manter a diversidade taxonémica dos
proteomas. De maneira geral, observamos também que os organismos mantidos apds a

analise do BUSCO compreendem principalmente organismos-modelo.
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Tabela 3: Resultados do BUSCO para 0s 57 organismos. M = ortlogos ausentes (missings); F =
ortélogos considerados fragmentados (fragmented); D = ort6logos duplicados (duplicated); S = Ortélogos

de Copias simples (singles) e C = completos (soma de ort6logos de copia simples e duplicados). Os

resultados estdo em porcentagem.

BUSCO Results (%, n = 303)

Scientific name commom name

Mus musculus mouse 0 0 5 95 100

Felis catus cat 0,3 0 3,3 96, 99,

Brachypodium distachyon purple false brome 0,1 0,2 0,9 98, 99,

Caenorhabditis elegans nematode 0,4 0,3 1,3 98 99,

‘

Canis lupus dog 0 0,7 3,6 95, 99,

Homo sapiens human 0 1 2,6 96, 99

‘

Populus trichocarpa eastern balsam poplar 0,3 0,7 20, 78, 99

Vitis vinifera common grape vine 0,7 1 14, 83, 98,

Physcomitrella patens spanish moss 1 1 32, 65, 98

Anopheles gambiae malaria mosquito 1,3 1 2,3 95, 97,

Danio rerio zebrafish 2 0,3 4,6 93, 97,

Caenorhabditis briggsae nematode 0,9 2 4 93, 97,

Schizosaccharomyces pombe fission yeast 3,6 0,3 3 93, 96,




Dictyostelium discoideum slime mould 3,6 0,7 3,6 92, 95,

Amphimedon queenslandica sponge 2,9 2 5,3 89, 95,

Saccharomyces cerevisiae baker's yeast 4,7 0,3 3,6 91, 95

‘

Nematostella vectensis starlet sea anemone 2,7 2,6 3 91, 94,

Branchiostoma floridae anfioxo 3,7 2,6 4,6 89, 93,

Capsaspora owczarzaki amoeboid holozoan 6,3 0,3 0,3 93, 93,

Ciona intestinalis vase tunicate 7,3 0,3 0,3 92, 92,

Saprolegnia parasitica oomycete water moulds fish 5,6 3,3 6,9 84, 91,
parasite 2 1

Volvox carteri green algae 2,9 6,6 1,7 88, 90,
8 5

Oryza sativa rice 4 6,9 14, 74, 89,
5 6 1

Tetraodon nigroviridis green spotted pufferfish 5,3 6,6 4,6 83, 88,

Hydra vulgaris hydra 10,5 4,3 3 82, 85,

Toxoplasma gondii toxoplasma 14,9 5,9 3 76, 79,

Trypanosoma brucei sleeping sickness parasites 21,8 5,9 4,6 67, 72,
7 3

Entamoeba histolytica amoeba 27,4 6,9 11, 54, 65,
6 1 7

Encephalitozoon cuniculi microsporidium 35,9 4 1 59, 60,

~
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BUSCO Assessment Results u Complete and Single-copy u Complete and Duplicated
* Fragmented ® Missing

Neurospora arossa
Arabidopsis tholiona
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Mus musculus

Daphnia pulex

Bos tourus
Kluyveromyces loctis
Coenorhabditis briggsoe
Danio rerio

S. pombe
Phytophthoro parositica
Ciona intestinalis

D. discoideum
Nematostefla vectensis
Gallus gatlus

S. cerevisioe
Aspergillus nidulans
Xenopus tropicalis
Achlyo hypogyna

A. queenslandica
Rattus norvegicus
Tokifugu rubripes
Bronchiostoma floridoe
Volvox corteri

C. reinhardtii
Phytophthora sojoe
Phytophthora infestans
Ostreococcus touri
Seprolegnio parositica
Vitis vinifera

Tetroodon nigroviridis
Hydra vuigaris

0. lucimaorinus

Populus trichocarpa
Toxoplasma gondit
Oryzo sativa

Sorghum bicolor
Plasmodium falcparum
Leishmania major
Trypanasoma brucei
Physcomitrelia patens
Theilerio annulata
Encephalitozoon cuniculi
Zea mays

Entomoeba histolytica
S. moellendorffi

2

10% 20% 30% 40% S50% 60% 70% 80% 90%

b
-

Figura 4 - Resultados do BUSCO para os 60 organismos.
M = ortélogos ausentes (missings); F = ortdlogos considerados fragmentados (fragmented); D = ortdlogos
duplicados (duplicated); S = Ortélogos de Copias simples (singles) e C = completos (soma de ortdlogos de

copia simples e duplicados). Os resultados estdo em porcentagem.
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5.5 - Obtencéao de arvore ultramétrica para as espécies analisadas

De posse das 42 espécies de organismos que apresentam proteoma ndo-redundante
de alta qualidade, utilizamos o servico web TimeTree of Life para produzir uma arvore
ultramétrica dos mesmos (Hedges et al., 2006), a qual € um dos dados necessarios para a
obtencédo dos dados de contrastes independentes. Nessa etapa, excluimos um organismo
(Yarrowia lipolytica) das nossas analises, uma vez que essa espécie ndo se encontra
representada no site do The Timetree of Life. A arvore final produzida nessa anélise

encontra-se na figura 5.
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Figura 5 - Arvore filogenética ultramétrica com as 41 espécies disponiveis no site
TimeTree of life.

Portanto, do total de 60 espécies para as quais localizamos seus genomas

completos, bem como a informac&o sobre o numero de tipos de células que as mesmas
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possuem, chegamos a 41 especies que possuem proteoma ndo-redundante de alta
qualidade e representagdo no servico web TimeTree of Life: seis protozoérios, seis
fungos, cinco plantas e algas, nove animais invertebrados ndo-cordados, incluindo dois
placozoarios, um porifera, um cnidario, dois nematdides e trés insetos. Dentre os 14
animais cordados observamos dois urocordatos, trés peixes teleostei, um anfibio, um

passaro e seis mamiferos (figura 3).

5.6 - Anotacéo funcional dos proteomas nao-redundantes

Os proteomas ndo-redundantes das 41 espécies de eucariotos foram anotados
utilizando o programa InterProScan, o qual busca por dominios, superfamilias e outras
assinaturas moleculares em sequencias protéicas primarias, de modo a determinar as
possiveis funcbes bioldgicas codificadas em cada um dos proteomas. Assim, cada
proteina analisada pelo programa InterProScan podera ser anotada como possuindo zero
ou mais dominios protéicos, bem como zero ou mais termos GO. No caso da analise de
dominios, computamos, para cada dominio, sua frequéncia, dividindo a contagem do
dominio no proteoma em questdo pelo total de dominios no proteoma, obtendo assim a
frequéncia relativa de cada dominio em cada proteoma. Um procedimento anélogo foi
realizado para cada termo GO. Esse passo é importante, pois permite comparar proteomas
de tamanhos e porcentagem de anotagdo distintos, de modo a evitar possiveis viéses
causados por proteomas particularmente maiores ou com maior porcentagem de anotagédo

que outros.

5.7. Funcoes biol6gicas associadas ao aumento da complexidade bioldgica em
eucariotos

Para investigar quais sdo as funcdes bioldgicas, aqui representadas pelas
frequéncias de dominios Pfam ou termos GO, estdo significativamente associadas com a
complexidade bioldgica, utilizamos o programa KOMODOQO2 para primeiramente
computar os valores-p para os coeficientes de correlacdo de Spearman e para os modelos
lineares ap6s a correcdo para o viés filogenético (contrastes filogeneticamente
independentes). Apos extrairmos os valores-p individuais e executamos a correcdo de
multiplas hipdteses, consideramos como modelos significativos com p-valores corrigidos
menores que 0,05 para ambos os testes. Adicionalmente, somente consideramos 0s

dominios/termos GO que 40 ou mais ocorréncias em nossas analises, de modo a evitar
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possiveis associagdes espurias causadas por fungdes pouco frequentes nos proteomas néo-

redundantes.

5.7.1 Dominios Pfam associados ao numero de tipos de células

Em nossa avaliagdo dos dominios protéicos preditos utilizando o banco de dados
Pfam, detectamos um total de 1043783 dominios preditos, totalizando 9193 tipos de
dominios Pfam distintos com ao menos uma copia detectada em pelo menos um dos
genomas analisados. Avaliamos as frequéncias de familias de dominios de proteinas que
estdo significativamente associados com o nimero de tipos celulares diferentes utilizando
0S mesmos critérios de corte utilizados para a analise de GO (valores-p corrigidos para
correlacdo de Pearson e PIC < 0,05, um valor minimo de ocorréncia de 40 dominios,
desvio-padréo da contagem de dominios superior a um), obtendo ao final um total de 216
Pfams (~ 2,3%). Observamos um total de 183 dominios com correlagdo positiva, e 33
com correlacdo negativa (Tabela Suplementar 1). Essas correlagdes se expandem
principalmente em vertebrados, apresentando abundancia intermediaria em outros
animais e, eventualmente, embora com menor frequéncia de ocorréncia, em plantas,
sendo de baixa frequéncia ou ausentes em fungos e protozoérios. Examinamos as funcoes
biolégicas dos dominios de proteinas encontradas no banco de dados da Pfam para
entender como 0s eventos de expansdo dos mesmos teriam favorecido o surgimento de
novos tipos de células, tecidos e 6rgaos.

Apos extensa curadoria manual dos dominios, e com o auxilio das analises de
processos biologicos utilizando termos GO, detectamos alguns temas comuns aos
mesmos. Dentre as correlacdes positivas, detectamos 37 dominios associados ao
desenvolvimento de sistemas, 6rgaos e tecidos especificos, atuando como determinadores
de forma, funcdo e expressao génica em nivel de sistema-6rgdo-tecido (Figura 6, A-D).
Dentre estes, detectamos onze dominios associados ao desenvolvimento do sistema
nervoso (e.g. Folate receptor family (PF03024), Teneurin Intracellular Region
(PF06484)), dez associados ao sistema imune (e.g. TLR4 regulator and MIR-interacting
MSAP (PF11938), Beta defensin (PF13841)), seis associados ao sistema muscular
(Myosin N-terminal SH3-like domain (PF02736), Tropomyosin (PF00261)), quatro
associados a formagdo de pele (e.g. Filaggrin (PF03516)), trés associados ao sistema
sanguineo (Alpha-2-macroglobulin family (PF00207)), dois associados ao sistema

reprodutorio (e.g. FAM75 family (PF14650)) e um associado ao sistema digestivo
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(Proline-rich (PF15240)). Observamos também 27 dominios associados a processos de
matrix extracelular e de interacfes célula-célula, necessarios para o estabelecimento de
Orgdos e tecidos (e.g. Plectin repeat (PF00681) e Tissue factor (PF01108)) (Figura 7 A).
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Figura 6 - Exemplos de dominios Pfam com correlacdo positiva significativa com o
namero de tipos celulares associados a emergéncia de sistemas, 6rgaos e tecidos.

A) Sistema nervoso; B) Sistema imune; C) sistema muscular; D) pele.

Em nivel de processos celulares, detectamos 95 dominios, dentre os quais
destacam-se as vias de sinalizacdo celular (27 dominios, como JNK_SAPK-associated
protein-1 (PF09744), N-terminal of Homeobox Meis and PKNOX1 (PF16493), Retinol
binding protein receptor (PF14752) e ), fatores de transcri¢do (23 dominios, como SOCS
box (PF07525), C-myb, C-terminal (PF09316), Cystine-knot domain (PF00007) e
Forkhead domain (PF00250)), canais de membrana (10 dominios, como Voltage-gated
calcium channel subunit alpha, C-term (PF16885) e Calcium-activated potassium
channel, beta subunit (PF03185)), citoesqueleto (10 dominios, como Tektin family
(PF03148) e Repeat in HS1/Cortactin (PF02218)), processos de modificacdo de
cromatina (7 dominios, como Nucleoplasmin/nucleophosmin domain (PF03066) e C-
terminal domain of methyl-CpG binding protein 2 and 3 (PF14048)), biologia de RNA (6
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dominios, como PurA ssDNA and RNA-binding protein (PF04845) e 5'-nucleotidase
(PF06189)), sistemas de endomembranas (5 dominios, como Putative golgin subfamily A
member 2-like protein 5 (PF15070)), biologia do nucleo eucariotico (3 dominios, como
Nuclear pore complex interacting protein (PF06409)), degradacdo de proteinas (2
dominios, como Proteasome activator pa28 alpha subunit (PF02251)), recombinacgéo de
DNA (1 dominio - Holliday junction regulator protein family C-terminal repeat
(PF12347)), transcrigdo basal (1 dominio - Zinc knuckle (PF15288)), e homeostase do
sistema redox (1 dominio -Thioredoxin-like domain (PF13848)). Detectamos ainda oito
dominios com pouca informacéo bioldgica, o que ndo prmitiu classifica-los nas categorias

acima, e 15 dominios de fungéo desconhecida (DUFs) (Figura 8 D).
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Figura 7 - Exemplos de dominios Pfam com correlacéo positiva significativa com o
namero de tipos de células e associados a processos de matrix extra-clular, cascatas de
sinalizacéo, fatores de transcricéo e canais de membrana.

A) Matriz extracelular; B) via de sinalizacéo; C) Fator de transcrigdo; D) canais de membrana.
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Figura 8 - Exemplos de dominios Pfam com correlacé@o positiva significativa com o
namero de tipos de células e associados ao citoesqueleto, estrutura de cromatina,
biologia de MRNA e de funcéo desconhecida.

A) Citoesqueleto; B) Estrutura de cromatina; C) Biologia do RNA; D) Dominio de fun¢do desconhecida.

Dentre os 33 dominios com correlacdo negativa significativa com o nimero de
tipos de células, detectamos 11 dominios relacionados a diversas vias metabdlicas
anabdlicas e catabolicas (e.g. Transketolase, thiamine diphosphate binding domain -
(PF00456); CTP synthase N-terminus - (PF06418);
Glutamate/Leucine/Phenylalanine/Valine dehydrogenase (PF00208)), oito dominios de
proteinas ribossomais (e.g. Ribosomal protein L16p/L10 (PF00252); Ribosomal protein
S2 (PF00318); Ribosomal protein S17 (PF00366) (Figura 9 A)), trés dominios associadas
a biologia de proteinas (e.g Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (PF00443)), trés
dominios de sistemas de endomembranas (e.g. BRO1-like domain (vacuole/lysosome
targeting) (PF03097)), dois dominios de biossintese de tRNA (e.g. tRNA pseudouridine
synthase D (TruD) (PF01142) (figura 9 B), dois dominios de componentes do
citoesqueleto (e.g. Spc97 / Spc98 family (PF04130)), e dois dominios de metabolismo de

acidos nucléicos (e.g. HRDC domain (PF00570)). Além destes, detectamos também dois
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dominios ndo classificados nas categorias anteriores (Cell differentiation family, Rcd1-
like (PF04078) e Component of IIS longevity pathway SMK-1 (PF04802)).
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Figura 9 - Exemplos de dominios Pfam com correlacdo negativa significativa com o
namero de tipos de células e associados ao ribossomo, producdo de tRNAs, e
metabolismo biossintético e energético.

A) Ribossomo; B) sintese de tRNAs; C) e D) Metabolismo.

5.7.2 Termos GO associados ao numero de tipos de células

Para o banco de dados de 41 genomas de eucariotos com alta completude
genémica e baixo numero de duplicagdes, encontramos um total de 407.357 proteinas
distintas com pelo menos um termo GO associado pelo programa InterProScan, e um total
de 1.075.171 termos GO associados. Dentre o total de 45.049 termos GO disponiveis, um
total de 6.608 foi observado anotando ao menos uma proteina nos proteomas nao-
redundantes analisados. Apds aplicarmos os critérios de filtro mencionados
anteriormente, encontramos 304 termos GOs, os quais foram entdo definidos como
estando significativamente associados ao numero de tipos de células em nosso conjunto

de dados. Estes termos GO compreendem aproximadamente 4,6% dos 6.608 GOs com ao
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menos uma observagdo nos proteomas analisados. Os resultados destes GOs encontram-
se sumarizados na Tabela Suplementar 2.

Dentre os 304 termos GO significaticamente associados ao aumento da
complexidade, 266 apresentam correlacdo positiva, indicando que sua frequéncia
aumenta a medida em que aumenta o nimero de tipos celulares nas diferentes espécies,
enquanto 38 apresentam correlagdo negativa, indicando que estas func¢Bes bioldgicas
diminuem sua frequéncia nos genomas dos organismos com O aumento de sua
complexidade (Tabela Suplementar 2). De maneira geral, os processos detectados com
correlagdo positiva significativa representam o estabelecimento e a regulacdo de
processos e estruturas de reconhecida importancia para o estabelecimento de diferentes
tipos de células e para o estabelecimento de diferentes 6rgdos e estruturas dos
metazoarios e vertebrados, em particular. Os processos com correlacdo negativa
detectados compreendem principalmente processos basicos do dogma central da
biologica molecular, bem como diversas vias bioquimicas catabolicas e anabdlicas.

Devido & propria estrutura do GO, diversos termos descrevem funcdes
semelhantes, havendo grande sobreposicdo parcial entre os mesmos. Adicionalmente,
possuimos funcgdes bioldgicas que aumentam ou diminuem sua frequéncia nos genomas
em funcdo do nimero de tipos de células. Assim, de modo a permitir a visualizacdo mais
geral dos processos bioldgios representados pelos termos GO associados ao aumento da
complexidade em Eukarya, utilizamos o programa REVIGO para sumarizar nossos
resultados. Os resultados para essa sumarizacdo encontram-se nas figuras 10 e 11
(processo bioldgico, correlagdo positiva e negativa, respectivamente), 12 e 13
(componente celular, correlacéo positiva e negativa, respectivamente) e 14 e 15 (funcao
molecular, correlacdo positiva e negativa, respectivamente).

Nas figuras acima mencionadas, o tamanho das caixas é proporcional aos valores-
p corrigidos para a correlagdo de Spearman, de modo que as maiores caixas indicam 0s
processos com maiores valores de correlagdo com o nimero de tipos de células. Em cada
figura, as caixas com a mesma cor representam o0s processos considerados relacionados
pelo programa REVIGO. O resultado de REVIGO foi utilizado como guia na discussao.
Quando necessario selecionamos outros processos interessantes, porém mais especificos
e, consequentemente, ndo representados nas Figuras com resultados de REVIGO, a partir
da Tabela Suplementar 2.

52



Figura 10 - Categorias GO (processo biolégico) com correlacdo positiva e associadas
ao numero de tipos de células em Eukarya.

Os componentes sdo agrupados em cores em fungdo de sua similaridade no espaco semantico, nao
representando, necessariamente, termos com redundancia funcional. O tamanho das caixas é proporcional

os valores p-corrigidos das correlagdes de Spearman.

Figura 11 - Categorias GO (processo biolégico) com correlacdo positiva e associadas
ao aumento da complexidade em Eukarya.

Os componentes sdo agrupados em cores em fungdo de sua similaridade no espaco semantico, nao
representando, necessariamente, termos com redundancia funcional. O tamanho das caixas é proporcional

os valores p-corrigidos das correlagdes de Spearman.
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As categorias GO de processos bioldgicos que apresentam maior correlagédo
positiva com o0 aumento da complexidade sdo compostas majoritariamente de fendmenos
gerais que retratam mecanismos gerais importantes para o desenvolvimento de células
especializadas, tecidos, 6rgdos e sistemas (Figura 10, caixa rosa). Dentre estes termos
GO, em uma analise hierarquica, destacam-se inicialmente alguns dos processos
bioldgicos mais amplos relacionados a emergéncia de organismos com multiplos sistemas
(GO:2000026 - regulation of multicellular organismal development, GO:0048731,
system development, GO:0050793 - regulation of developmental process, GO:0022610 -
biological adhesion, GO:0043085 - positive regulation of catalytic activity, GO:0009653
- anatomical structure morphogenesis, G0O:0051239 - regulation of multicellular
organismal process). Outros aspectos gerais para o desenvolvimento de diferentes tipos
de tecidos (GO:0009888, tissue development) e 6rgdos (GO:0048513 - animal organ
development) podem ser observados analise da Tabela Suplementar 2.

REVIGO também reportou diversos GO que representam vias de sinalizacdo
importantes para a proliferagdo e estabelecimento de identidade celular: 1) sinalizacdo
pela quinase Hippo (GO:0035329 - Hippo signaling); 2) cascata de sinalizacdo mediada
pela quinase JNK (G0O:0007254 - JNK cascade); 3) via de sinalizacdo mediada por fator
de crescimento de fibroblasto (GO:0008543 - fibroblast growth factor receptor signaling
pathway); 4) vias de sinalizacdo mediadas por receptores acoplados a proteina G
(GO:0008277 - regulation of G protein-coupled receptor signaling pathway) e 5) via de
sinalizacdo mediada por receptor retindico (GO:0048384 - retinoic acid receptor
signaling pathway).

Em anélise da Suplementar 2, detectamos as seguintes vias de sinalizacdo ndo
reportadas por REVIGO: 1) diversas vias de sinalizacdo por quinases (quinase A
(GO:0051018 - protein kinase A binding), quinase C (GO:0004697 - protein kinase C
activity), serina/treonina quinase ciclina-dependente (GO:0004861 - cyclin-dependent
protein serine/threonine kinase inhibitor activity) e MAP quinase (GO:0043408 -
regulation of MAPK cascade)); 2) via de sinalizacdo por Ras (GO:0007265 - Ras protein
signal transduction), 3) via de sinalizacdo mediada por integrinas (GO:0007229 -
integrin-mediated signaling pathway), 4) via de sinalizacdo mediada por fatores de
crescimento insuline-like (GO:0005520 - insulin-like growth factor binding), 5)
sinalizacdo mediada por TOR (G0O:0032006 - regulation of TOR signaling) e 6)

sinalizacdo mediada por fator de crescimento (GO:0019838 - growth factor binding).
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Outro grupo de termos GO detectados pelo programa REVIGO compreendem o
desenvolvimento de estruturas anatdmicas, sistemas, 6rgaos e tecidos que sdo observados
espcificamente em metazoarios, de maneira geral, e em vertebrados em particular, os
quais constituem os organismos com maior numero de células (Figura 10, caixa vermelha,
Tabela Suplementar 2). Dentre os sistemas detectados, destacam-se 0s sistemas nervoso
(GO:0007399 - nervous system development, GO:0007417 - central nervous system
development, GO:0060322 - head development), circulatério (GO:1903522 - regulation
of blood circulation), esquelético (GO:0001501 - skeletal system development), epitelial
(GO:0008544 - epidermis development), bem como de tecidos -cartilaginosos
(GO:0051216 - cartilage development), e conectivos (GO:0061448 - connective tissue
development).

Um outro grupo de GOs sugerido por REVIGO contém majoritariamente
processos que ocorrem em nivel celular (Figura 10, caixa amarela, Tabela Suplementar
2). Aqui, observa-se diversos GOs associados aos diferentes processos celulares
necessarios para o funcionamento de organismos com mudltiplos tipos de células
diferentes, tais como diferenciacdo (GO:0048869, cellular developmental process,
G0:0030154 - cell differentiation, GO:0008360 - regulation of cell shape), migracédo
(GO:0016477, cell migration, GO:0006935 - chemotaxis, GO:0042330 - taxis), adesao
(GO:0007155 - cell adhesion), crescimento (GO:0016049 - cell growth) e morte celular
programada (G0:0010942, positive regulation of cell death). Além disso, obiservou-se
também e diversos sistemas moleculares especificos, como os sistemas internos de
membranas (G0:0010256 - endomembrane system organization) e transporte por
vesiculas (GO:0060627 - regulation of vesicle-mediated transport, GO:0098657 - import
into cell). Abaixo do nivel celular, analises da Tabela Suplementar 2 detectaram também
padrdes de controle gerais das redes de atividades moleculares (e.g. GO:0031401 -
positive regulation of protein modification process, GO:0098772 - molecular function
regulator, GO:0043085 - positive regulation of catalytic activity).

Outros processos detectados por REVIGO, embora com menos relevancia, sao o
desenvolvimento de um sistema imune e de sua regulagéo (e.g. GO:0002682 - regulation
of immune system process, GO:0006955 - immune response, GO:0050900 - leukocyte
migration, GO:0006952 - defense response), bem como processos gerais para O
estabelecimento de multicelularidade, como crescimento (GO:0040007, growth), adeséo
celular (GO:0007155 - cell adhesion) e processo de desenvolvimento (GO:0032502 -

developmental process).
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Na anélise dos processos que apresentam correlagcdo negativa significativa com o
aumento da complexidade em Eukayra, detectamos um grande grupo (Figura 11, caixa
azul) que representa majoritariamente mecanismos ancestrais em organismos celulares,
tais como vias de reparo de DNA (G0:0006289 - nucleotide-excision repair), transcri¢éo
(GO:0090575 - RNA polymerase Il transcription factor complex), traducéo (GO:0009308
- amine metabolic process), sintese de aminoacidos (GO:0006566 - threonine metabolic
process, GO:0006564 - L-serine biosynthetic process). Além destes, detectamos também
diversas vias de biossintese de aminoacidos e a via de reparo de DNA por excisdo de
nucleotideos (GO:0006289 - nucleotide-excision repair). Outro grupo detectado (Figura
11, caixa vermelha) compreende processos do metabolismo energético de carboidratos
simples (GO:0006072 - glycerol-3-phosphate metabolic process, GO:0052646 - alditol
phosphate metabolic process)). Detectamos ainda dois grupos de processos
intracelulares: o transporte mediado por Golgi (GO:0006891 - intra-Golgi vesicle-
mediated transport) e o sistema de polimerizacdo de microtibulos (GO:0007020 -
microtubule nucleation). Chama também a aten¢do a existéncia de um termo geral do
GO, o qual descreve processos catabdlicos de substancias orgéanicas, indicando a
existéncia de diversos componentes desse processo bioldgico em organismos com poucos
tipos de células (GO:1901575 - organic substance catabolic process).

A andlise das categorias GO de componentes celulares associadas positivamente
ao aumento da complexidade em Eukarya detectou que produtos protéicos associados
com a a membrana celular e suas partes(Figura 12, caixa verde). Dentro do ambiente da
superficie celular, detectamos a associacdo de diversas regides funcionais, tais como a
periferia celular (GO:0071944 - cell periphery) e ambas as porc6es interna e externa da
membrana plasmatica (GO:0098562 - cytoplasmic side of membrane, GO:0019897 -

extrinsic component of plasma membrane).
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Figura 12 - Categorias GO (componente celular) com correlacéo positiva e associadas
ao aumnto da complexidade em Eukarya.

Os componentes sdo agrupados em cores em funcdo de sua similaridade no espaco semantico, ndo
representando, necessariamente, termos com redundancia funcional. O tamanho das caixas é proporcional
os valores p-corrigidos das correlagdes de Spearman.

Figura 13 - Categorias GO (componente celular) com correlacio negativa e associadas
ao aumento da complexidade em Eukarya.

Os componentes sdo agrupados em cores em fungdo de sua similaridade no espaco semantico, nao
representando, necessariamente, termos com redundancia funcional. O tamanho das caixas é proporcional

os valores p-corrigidos das correlacfes de Spearman.
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Um outro conjunto de componentes detectado por REVIGO compreende termos
associados ao conceito de receptor celular (GO:0043235 - receptor complex,
G0:0098802 - plasma membrane receptor complex) (Figura 12, caixa verde clara, Tabela
Suplementar 1). Dentro deste conceito, destacaram-se 0s receptores acoplados a proteina
G (G0O:0005834 - heterotrimeric G-protein complex, GO:1905360 - GTPase complex).
Obsrva-se também uma associagdo significativa entre o ambiente extracelular e o
aumento da complexidade (GO:0005576, extracellular region). Detectamos também
componentes especificos de metazoarios, tais como a queratina (GO:0045095 - keratin
filament). Curiosamente, detectamos também um aumento nos termos anotados como
"esperma” (G0:0097223 - sperm part) bem como um aumento no termo virus
(G0O:0019012 - virion).

Na andlise de localizagdes celulares negativamente associadas ao aumento da
complexidade (Figura 13), detectamos uma associacdo entre o corpo polar do fuso
(GO:0000922 - spindle pole), bem como entre componentes dos processos de transcricao
(GO:0090575 - RNA polymerase Il transcription factor complex) e traducdo
(GO:0044391 - ribosomal subunit, GO:0005840 - ribosome). Também observa-se uma
associacdo negativa entre a fracdo do proteoma predito ndo redundante com localizagédo
citoplasmatica e o nimero de tipos de células (GO:0044444 - cytoplasmic part).

A andlise das fungdes moleculares positivamente associadas a complexidade em
Eukarya detectou uma série de termos associados a sinalizacdo mediada por receptores
(Figura 14, caixas vermelha, azul, azul clara e verde, Tabela Suplementar 2), bem como
a sua regulagéo (Figura 14, caixa roxa). Dentre os receptores detectados, a vasta maioria
compreende receptores de vias de sinalizagdo, como as previamnte destacadas,
detectamos também diversas vias de proliferacdo de sistemas de vertebrados, tais como
horménios intestinais (GO:0004999 - vasoactive intestinal polypeptide receptor activity),
sinalizacdo por interleucina 1 (GO:0004908 - interleukin-1 receptor activity),
neuropeptideos (GO:0008188 - neuropeptide receptor activity) e sistema adrenérgico
(GO:0004935 - adrenergic receptor activity). Além destes, detectamos também processos
que representam aspectos mais gerais das fungdes moleculares, como mecanismos
regulatérios (GO:0098772 - molecular function regulator, GO:0043085 - positive
regulation of catalytic activity).

Nas fungdes moleculares negativamente associadas ao aumento da complexidade,

detectamos atividades de metabolismo biossintético e energético (GO:0016866 -
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intramolecular transferase activity, GO:0009055 - electron transfer activity), bem como
constituintes dos ribossomos (GO:0003735 - structural constituent of ribosome) e dos
microtdbulos (GO:0043015 - gamma-tubulin binding) (Figura 15).

=&

Figura 14 - Categorias GO (funcéo molecular) com correlacio positiva e associadas
ao aumento de complexidade em Eukarya.

Os componentes sdo agrupados em cores em funcdo de sua similaridade no espaco semantico, ndo
representando, necessariamente, termos com redundancia funcional. O tamanho das caixas é proporcional

os valores p-corrigidos das correlagdes de Spearman.

Figura 15 - Categorias GO (func@o molecular) com correlacdo negativa e associadas
ao aumnto da complexidade em Eukarya.

Os componentes sdo agrupados em cores em funcdo de sua similaridade no espa¢o semantico, ndo
representando, necessariamente, termos com redundancia funcional. O tamanho das caixas é proporcional

os valores p-corrigidos das correlacfes de Spearman.
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Para permitir uma visualizacdo de algumas das associacdes detectadas,
construimos alguns gréaficos ilustrativos das correlagdes de Spearman e Pearson para
alguns dos termos GO detectados como associados significativamente ao nimero de tipos

celulares em Eukarya (Figuras 16 e 17).
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Figura 16 - Exemplos de termos GO com correlacdo positiva significativa com o
namero de tipos de células.

Os gréficos de correlacdo de Pearson contém o nimero de tipos de células e a frequéncia relativa do termo
GO como eixos X e Y, respecticamente. Os graficos de correlacdo de Spearman contém o rank do ndmero
de tipos de células e da frequéncia relativa do termo GO como eixos X e Y, respectivamente. As barras

azuis indicam os modelos lineares para os valores, e a &rea cinza, o intervalo de confianga.
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tRNA dihydrouridine synthase activity (G0:0017150) intra-Golgi vesicle-mediated
transport (GO:0006891)
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Figura 17 - Exemplos de termos GO com correlacdo negativa significativa com o
namer de tipos de células.

Os gréficos de correlacdo de Pearson contém o ndmero de tipos de células e a frequéncia relativa do termo
GO como eixos X e Y, respecticamente. Os graficos de correlagcdo de Spearman contém o rank do nimero
de tipos de células e da frequéncia relativa do termo GO como eixos X e Y, respectivamente. As barras

azuis indicam os modelos lineares para os valores, e a &rea cinza, o intervalo de confianca.
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6. Discussao

Durante a evolucdo, a transicdo para multicelularidade a partir do surgimento
independente de novas caracteristicas e fungdes biologicas nos ancestrais unicelulares
eucarioticos permitiu o surgimento de novos tipos de células especializadas, e
compreende uma das maiores e importantes transi¢es evolutivas na arvore da vida
(Baum e Baum, 2014; Grosberg e Strathmann, 2007). Simultaneamente, observou-se o
surgimento de varias inovacles evolutivas tais como adesdo, comunicacdo e
diferenciacdo celular, o que fornece os componentes moleculares e funcionais para a
emergéncia de tecidos, 6rgaos e sistemas especializados (Tong, Wang e Wu, 2017).

As origens evolutivas da multicelularidade nos eucariotos foram transicfes
evolutivas relativamente antigas (Hedges et al., 2004) e independentes (Grosberg e
Strathmann, 2007; Niklas, 2014) na arvore da vida. Um organismo eucarioto pode se
tornar multicelular através de dois mecanismos principais: (i) na multicelularidade clonal,
todas as células do organismo surgem a partir de sucessivas rodadas de divisao celular de
uma célula fundadora, deste modo forma-se um aglomerado de células geneticamente
idénticas. Por outro lado (ii) a multicelularidade agregativa, células geneticamente
distintas formam uma entidade multicelular se aderindo umas as outras (Sebé-Pedros,
Degnan e Ruiz-Trillo, 2017). Os primeiros organismos multicelulares possivelmente
formaram agregados coloniais, com a posterior evolucdo de sinais de especializacao e
separacdo em células somaticas e germinativas, o que ocasionou a produc¢do de tecidos
diferenciados através da invaginacdo destas células germinativas (Niklas e Newman,
2013; Herron e Neldecu, 2015).

De uma forma similar, o desenvolvimento embrionario de muitos organismos
multicelulares clonais mais complexos, como 0s metazodarios, ocorre a divisdo e 0
crescimento de um zigoto totipotente a partir de uma Unica célula e, mais tarde, por meio
da diferenciacdo celular, permite que alteraces anatdbmicas e fisiologicas pos-
embrionarias resultem um organismo adulto constituido por tecidos especificos e diversos
tipos celulares distintos. O desenvolvimento embrionario de varias linhagens de
eucariotos multicelulares mais complexos, como as plantas terrestres e os metazoarios,
estéd associado ao desenvolvimento de planos corporais maiores e mais complexos (Sebé-
Pedrds, Degnan e Ruiz-Trillo, 2017).

Programas de desenvolvimento regulados espacialmente e temporalmente estéo

entre 0s principais requisitos para o surgimento de diferentes tipos de células
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espeécializadas nos eucariotos mais complexos, 0s quais envolvem a combinagdo de um
complexo e dinamico conjunto de funcgdes, como processos celulares que coordenem
todos os eventos de migracgdo celular, multiplicacéo e apoptose, dentre outros, necessarios
para o estabelecimento da forma, tamanho e composicéo relativa dos diferentes orgaos,
tecidos e sistemas dos organismos eucariotos complexos (Sebé-Pedrés et al., 2016).
Adicionalmente, diversos experimentos classicos de embriologia detectaram que os
orgdos transplantados entre espécies distintas durante a sua embriogénese possuem
informacdo intrinseca sobre o seu tamanho final na espécie de origem, indicando que
programas de desenvolvimento espécie-especificos ocorrem durante a embriogénese para
controlar o tamanho dos drgéos (Kragl et al., 2009).

Em organismos com muitos tipos celulares, suas células individuais apresentam
movimentos de migracdo, adesdo, comunicacao, diferenciacdo morfoldgica, gendmica,
epigendmica e transcricional, dentre outros, de modo a dividir tarefas e executar diversas
funcdes bioldgicas especializadas em organismos (Arendt et al., 2016), o que permite que
eucariotos multicelulares exibam uma uma notavel variedade de aspectos ecolégicos,
morfoldgicos, comportamentais, historias de vida, aparéncias e tamanhos nunca
anteriomente presenciados durante o curso da evolucao.

Dada a relativa facilidade de obtencdo e a universalidade de sua aplicacéo, a
estimativa de tipos diferentes de células de um organismo é uma medida frequentemente
utilizada para estimar e estudar a variacdo da complexidade bioldgica nos eucariotos e
sua associacdo com padrdes fenotipicos e gendmicos (Bonner, 1988; Valentine et al.,
1994; Bell e Mooers 1997; Hedges et al., 2004; Haygood e Investigators, 2006; VVogel e
Chotia, 2006; Lang et al., 2010; Schad et al., 2011, Chen et al., 2014, Niklas, Cobb e
Dunker, 2014; Cardoso e Sharpe, 2017, Sebé-Pedrés et al., 2018).

Do ponto de vista estritamente das sequéncias gendmicas e de seus diferentes
elementos funcionais, 0 aumento do nimero de tipos de células em Eukarya ndo esta
diretamente associado com parametros gendmicos que inicialmente foram cogitados
como potenciais agentes causais do aumento da complexidade, tais como o tamanho do
genoma ou seu numero de genes codificadores (paradoxo dos valores C e G,
respectivamente) (Gregory, 2005). Entretanto, alguns estudos ja obtiveram sucesso na
busca por padrdes especificos de expansdo de dominios e familias protéicas codificados
em genomas e 0 nimero de tipos celulares, detectando associacao significa positiva entre

0 numero de tipos de células e expansdes de dominios, familias e superfamilias de
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dominios de proteinas em Eukarya e Verbetrata (Vogel e Chotia, 2006, Kawashima et
al., 2009).

Em nosso estudo, dada a sua ampla adogdo e as demais questdes expostas
anteriormente, utilizamos o namero de tipos celulares como proxy para a busca por
elementos gendmicos que repesentassem unidades evolutivas minimas e as diferentes
funcdes bioldgicas representadas nos genes codificadores de proteinas (descritos por
dominios Pfam de proteinas e por termos GO, respectivamnte) significativamente
associados ao aumento da complexidade.

Para tal, procuramos melhorar e expandir os conceitos e metodologias utilizados
pelos autores dos estudos anteriores, especialmente o estudo proposto por Vogel e
colaboradores, em 2006 (Vogel e Chotia, 2006). Especificamente, visamos 1) realizar o
controle de qualidade dos genomas utilizados; 2) observar o rigor estatistico, levando em
consideracdo o cenario de ocorréncia de possiveis outliers, da ndo-independéncia de
dados relativos a espécies e da ocorréncia de cenario de multiplas hipoteses; 3) realizar a
busca por possiveis convergéncias funcionais moleculares, nas quais genes nao-
homologos executam o mesmo papel celular (o que € representado apropriadamente por
termos GO, mas ndo por dominios de proteinas ou superfamilias).

Para iniciar nossa andlise, realizamos um levantamento de estudos que compilam
dados sobre o nimero de tipos de células em diferentes organismos, de modo a detectar
para quais destes hd genomas completos disponiveis. Os primeiros trabalhos que
utilizaram bancos de dados de tipos celulares diferentes como medida de complexidade
biol6gica datam as décadas de 80 e 90 (por exemplo Bonner, 1988; Valentine et al., 1994
e Bell e Mooers 1997). Dentre estes trés trabalhos, Bell e Mooers se destaca por possuir
0 maior banco de dados curado de tipos celulares, representando 134 espécies distintas,
abrangendo os principais grupos de eucariotos conhecidos a época, tais como protistas,
plantas e algas. Entretanto, somente dez genomas completos anotados estdo disponiveis
para esses organismos. Outros trabalhos, como, por exemplo Valentine et al. 1994,
analisaram um total de 13 organismos metazoarios. Trabalhos mais atuais, como Cardoso
e Sharpe, 2017, utilizaram somente, nove espécies, e todas elas organismos modelos.

O banco de dados de Vogel e Chotia, 2006, onde os autores buscaram por
expansdes de superfamilias de proteinas associadas ao nimero de tipos de células,
utilizou um total de 38 espécies de eucariotos para 0s quais hd genomas completos
disponiveis e numero de tipos de células, apresentando um banco de dados consideravel

de genomas completos. Mais recentemente, o trabalho de Chen et al., 2014, buscou
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correlacéo entre o nimero de isoformas e o nimero de tipos celulares, e compilou, a partir
de vérios trabalhos anteriores, incluindo Vogel e Chotia, 2006, 0 nimero médio de tipos
celulares diferentes para 54 eucariotos com ampla distribuicdo taxondmica a partir dos
valores minimos e maximos de tipos celulares diferentes encontrados em cada um destes
trabalhos anteriores (Valentine et al. 1994; Bell e Mooers 1997; Hedges et al. 2004;
Haygood e Investigators, 2006; VVogel e Chotia, 2006; Vickaryous e Hall, 2006; Lang et
al. 2010; Schad et al. 2011). Assim, iniciamos nossos estudos com a informagéo
disponibilizada por Chen et al., 2014.

A partir desse banco de dados, obtivemos o genoma completo para os 54
organismos a partir do NCBI, o que garante uma uniformidade das espécies analisadas
em termos de sua anotacdo e qualidade minima para iniciarmos nossa analise. Entretanto
uma andlise preliminar detectou que os critérios de qualidade genémica que utilizamos
removeram diversos protozoarios, o que nos levou a buscar outros genomas de
organismos desses taxons e estimarmos seu nimero de tipos de células para garantirmos
a representatividade da maior fragcdo possivel de organismos com poucos tipos de células
das mais diferentes linhagens filogenéticas. Desta forma, estimamos o numero de tipos
celulares diferentes para seis protistas oriundos de dados da literatura a partir da
diferenciacéo celular durante seus ciclos de vida (Black e Boothroyd, 2001; Chen et al.,
2014; Sebé-Pedros et al., 2013; Lone e Manohar, 2018), de acordo com o proposto por
Niklas, 2014, totalizando 60 organismos ao nosso banco de dados inicial de organismos
que possuem genoma completo disponivel no NCBI e nimero de tipos de células
disponivel.

Conforme ja descrito anteriormente, em nosso banco de dados também
detectamos que fungos, protozoarios e algas Sdo 0s organismos com a menor
complexidade, possuindo sete ou menos tipos diferentes de células; plantas vasculares
tém uma amplitude de cerca de 30 a 50 tipos diferentes de células; metazoarios néo-
vertebrados possuem entre 14 e 70 tipos de células os vertebrados sdo de maior
complexidade com cerca de 100 a 260 tipos diferentes de células (figura 3). Percebe-se
que o ser humano poderia ser classificado como de distribuicdo atipica em relacdo aos
outros vertebrados (outlier), uma vez que este possui 56% de tipos de células do que o
Chimpanzé e os demais o que pode ser um resultado real ou simplesmente um viés
causado pelo excesso de estudos de seres humanos quando comparado as demais espécies.

O processamento alternativo de mRNA é um processo pds-transcricional nos

eucariotos através do qual mdaltiplos transcritos, que eventualmente codificam varias

65



proteinas com diferentes funcdes, sdo produzidos a partir de uma unica regido
codificadora. Desta forma, eventos de processamento geram muitas isoformas por locus,
0 que pode inflar a frequéncia de dominios de proteinas em um determinado organismo.
Um procedimento comum em analises que visam comparar o proteoma predito de
diferentes espécies é a remocdo das diversas isoformas descritas para um mesmo locus,
representando cada regido gendmica uma Unica vez (Vogel e Chotia, 2006). Esse
procedimento visa eliminar o viés que existe em organismos-modelo, 0s quais sdo mais
bem estudados e, consequentemente, possuem mais isoformas descritas por locus do que
organismos com menos estudos transcriptémicos.

Para obtermos uma representacao fidedigna do contetido génico ndo-redundante
de cada espécie, optamos por estabelecr uma rotina computacional na qual, para cada
locus codificador de proteinas descrito em arquivos gbff, recuperarmos a maior ORF
possivel. Esse procedimento visa recuperar, dentre as diversas isoformas potencialmende
descritas para um genoma, aquela que possui 0 maior contetdo informacional potencial
para cada locus.

Acreditamos que nossa metodologia tenha sido satisfatoria para remover o
excesso de isoformas observado para 0s organismos eucarioticos que sdo modelos em
suas areas. Os valores de contagens dos diferentes transcriptomas codificadores
redundantes apresentavam-se amplamente variaveis, mesmo entre organismos de
linhagens filogenéticamente proximas (e.g. C. elegans e C. briggsae). Adicionalmente,
0S mesmos apresentavam altas contagens particularmente em organismos-modelo, o que
sugere que os valores séo decorrentes de um excesso relativo de estudo de organismos-
modelo do que de variacdo bioldgica real.

Nossa metodologia de reducéo de regibes codificadoras redundates (em funcéo da
presenca de isoformas) obteve proteomas ndo-redundantes que apresentavam valores
mais uniformes entre si para organismos e com nimero de genes compativel com o
nimero de genes em organismos como H. sapiens (aproximadamente 21000 genes
codificadores de proteinas (Willyard, 2006), enquanto observamos 20026).

Uma questdo que nao foi tratada adequadamente nos estudos anteriores
compreende a avaliagdo da qualidade do genoma, a qual, conforme demonstramos, variou
consideravelmente em nossos dados. Genes ortologos, ou seja, genes que descendem, via
especiacdo, de um Unico gene existente ultimo ancestral comum entre 0s genomas
comparados, tendem a manter similaridade das sequéncias e fungdes ao longo do tempo

evolutivo (Koonin, 2005). Assim, ort6logos de copia unica (denominados ortélogos 1-1)
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usualmente executam fungdes essenciais em um determinado taxon e sdo ditos universais
Ou quase universais, uma vez que sdo observados na vasta maioria dos organismos
daquela linhagem evolutiva. Consequentemente, ortdlogos 1-1 podem ser utilizados
como um proxy de qualidade de montagem gendmica, ao permitir avaliar a completude
do genoma de uma espécie baseado no contetido génico esperado (Simao e Waterhouse
et al., 2015). Genomas com baixa completude podem ser um indicativo de montagem ou
predicdo génica aquém do desejavel, o que pode potencialmente enviesar estudos onde se
deseje associar a frequéncia de elementos genémicos com alguma caracteristica
fenotipica.

O software BUSCO utiliza genes ortélogos clado-especificos de cdpia Unica e
quase universais para avaliar a qualidade de proteomas em funcdo do contetdo génico
esperado para o taxon. Em nossa analise, avaliamos a completude dos 57 genomas de
Eukarya selecionados utilizando o banco de dados de ortélogos copia Unica altamente
conservados e quase universais do BUSCO para eucariotos, construido originalmente a
partir de 303 genes encontrados em mais de 90% de 65 espécies de eucariotos (Siméo e
Waterhouse et al., 2015).

Assumimos nossos pontos de corte para avaliar a completude dos genomas de uma
forma arbitraria (> 70% de genes completos - copias simples + duplicagdes, > 70% de
copias simples, < 10% de genes duplicados, < 10% de genes fragmentados e < 10% de
genes ausentes), uma vez que ndo ha um critério de ponto de corte formalmente descrito
para este tipo de metodologia e analise. Cabe ressaltar que ha possiveis viéses na criacao
dos bancos dos bancos de dados de ortdlogos 1-1 quase universais utilizados por BUSCO,
0s quais sdo elaborados utilizando majoritariamente organismos-modelo, nos quais existe
uma tendéncia de pontuacdes maiores que 90% para organismos (e.g. humano e o
camundongo), enquanto genomas de organismos ndo-modelo podem apresentar valores
consideravelmente menores, variando entre 50% e 95% (Simédo e Waterhouse et al.,
2015).

Assim, optamos por utilizar uma abordagem menos conservadora, uma vez que
0s protozoarios apresentaram os menores valores de BUSCO, o que poderia indicar tanto
a auséncia real destes genes nestes organismos, uma vez que o proprio banco de dados
BUSCO e enviesado, quanto eventuais problemas na montagem dos genomas. Se
utilizdssemos um ponto de corte de > 90% de genes completos e de copias simples, por
exemplo, isso nos permitiria abranger somente 50% das espécies do nosso banco de dados

(30 de 60 espécies), na sua grande maioria genomas de metazodrios (tabela 2). Apo6s
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avaliarmos a completude do genoma descartamos cerca de um terco das espécies dos
nossos bancos de dados (42 espécies de 60 espécies no inicio deste estudo). A partir desse
ponto, consideramos que possuimos proteomas de alta qualidade. Deste total de 42
genomas de alta qualidade, 40% (17 genomas) séo exclusivos do nosso estudo enquanto
0s outros 60% (25 genomas) também estdo no trabalho de VVogel e Chotia, 2006.

O servico web The Timetree of Life (Hedges et al., 2006) fornece a possibilidade
de reconstruir &rvores filogenéticas utlramétricas (onde o tamanho dos ramos é
proporcional ao tempo de divergéncia) para 50632 espécies (Hedges et al., 2015). Dentre
as 42 especies com valores de BUSCO acima do ponto de corte, uma (Yarrowia lipolytica,
Fungi) ndo foi encontrada nesse servico, sendo excluida das andlises posteriores. Desta
forma, chegamos ao total de 41 organismos utilizados para a identificagcdo das funcgdes
bioldgicas asssociadas ao aumento da complexidade em Eukarya.

Apds consideramos haver abordado de maneira adequada a questdo da avaliagédo
da qualidade dos genomas, assunto ndo tratado nos estudos anteriores de genémica
comparativa (e.g. Vogel et al., 2016), procedemos com a detec¢do de termos GO e
dominios Pfam associados ao namero de tipos de células dos organismos utilizados m
nosso estudo. Nesse ponto, utilizamos trés procedimentos estatisticos que visam corrigir
viéses que sabidamente influenciam estudos dessa natureza: 1) o teste multiplo de
hipoteses; 2) a analise de dados com possiveis extremos de observacao (outliers); 3) a
analise de dados nao-independentes, como é o caso de dados fenotipicos/genotipicos de
espécis relacionadas por ancestralidade comum.

Para controlar a taxa de falso-positivo inflada que ocorre em cenérios de teste
multiplo de hip6teses, utilizamos a correcdo para testes multiplos, que visa controlar 0s
valores-p, de modo a permitir uma taxa de falso-positivos maxima ao se testar diversas
hipteses no mesmo conjunto de dados (Yekutieli e Benjamini, 2001). Para lidar com
possiveis outliers, como pode ser 0 caso do numero de tipos de células da espécie H.
sapiens, o qual pode ser artificialmente elevado dado o maior nimero de estudos
envolvendo essa espécie, bem como para detectarmos possiveis associagdes ndo-lineares
entre nossos dados, utilizamos métodos ndo-paramétricos como a correlacdo de
Spearman, a qual mitiga problemas dessa natureza (Zar, 1999). Cabe ressaltar que o
estudo original de Vogel et al., 2006, faz uso de correlacdo de Pearson, que é indicado
para a busca por relagdes lineares entre variaveis indepndentes. Em nossas analises,
representamos também a correlacéo de Pearson para evidenciar como essa anélise poderia

ser facilmente enviesada pela ocorréncia de outliers como H. sapiens.

68



Para tratarmos da ndo-independéncia dos dados de espécies relacionadas por
ancestralidade comum, um aspecto também ndo abordado em Vogel et al., 2006,
utilizamos o meétodo dos contrastes filogeneticamente independentes proposto por
Felsenstein 1985, o qual ja foi amplamente utilizado em estudos que fazem uso de dados
fenotipicos, embora ainda careca de adocdo generalizada em estudos de gendmica
comparativa (Felsenstein, 1985). Dessa maneira, as associa¢fes observadas nas analises
aqui expostas ndo podem ser atribuidas a possiveis viéses nos dados causado pela
ancestralidade comum das espécies, sendo necessario o estabelecimento de hipdteses
alternativas para explicar os fatos.

Finalmente, outro fator que consideramos importante, ja abordado em estudos
anteriores e também adotado nesse estudo, compreende o uso de frequéncias relativas de
elementos genémicos (valores de contagem de cada elemento dividido pelo total de
elementos) ao invés de valores absolutos de contagem dos mesmos. Essa normalizagédo
visa corrigir possiveis viéses causados por, por exemplo, proteomas ndo-redundantes de
tamanhos distintos (Vogel e Chotia, 2006). Assim, acreditamos haver tratado os dados da
maneira adequada do ponto de vista estatistico, ao detectar possiveis fontes de viéses nos
mesmos e realizar os procedimentos adequados para mitiga-los.

Nossa estratégia de detec¢cdo de elementos genémicos associados ao aumento da
complexidade utilizou duas classes de elementos complementares. O primeiro elemento
analisado foram os dominios protéicos, 0s quais sao tanto relacionados por eventos de
ancestralidade comum como funcionam como unidades funcionais distintas que
eventualmente foram perdidas, expandidas e embaralhadas ao longo da evolucdo de
eucariotos. Cabe ressaltar que os estudos anteriores analisaram somente a associagao de
sequéncias relacionadas por ancestralidade comum, como dominios, familias e
superfamilias protéicas. Assim, esses estudos ndo avaliam, portanto, possiveis eventos de
convergéncia molecular, onde proteinas de origem evolutiva distinta realizam a mesma
funcdo. O segundo elemento analisado foi a frequéncia de categorias GO a nivel de gene,
0 que permite utilizar a estrutura do GO e sua extensa curadoria para tentar detectar
padrBes que vao além das relagds de homologia entre as sequéncias biologicas.

Nossos resultados corroboram vérios trabalhos que avaliaram as fungdes
bioldgicas que estdo fortemente associadas com a complexidade biologica nos eucariotos,
bem como detecta diversas outras tendéncias ndo observadas anteriormente. O estudo de
Vogel e Chotia, em 2006, classificou as associa¢des detectadas entre o nimero de tipos

de células e as superfamilias protéicas nas seguintes grandes categorias e subcategorias:
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e "Regulagdo” (subdividido em "transducdo de sinais”, "atividade de

receptor ,
4 DNA")

outras funcdes regulatdrias”, "quinases e fosfatases™ e "ligacéo

e "Processos intracelulares™ (subdividido em “transporte™, "modificacao de
proteinas”, "Proteases”, "modificagdo e transporte de fosfolipideos”,
"modificagdo e transporte de ions", "mobilidade celular" e "ciclo celular /
apoptose™)

e "Processos extracelulares” (subdividido em "toxinas / defesa", "resposta
imune”, "adesdo celular™ e "coagulacédo™)

e "Metabolismo" (subdividido em  “transferases”, "metabolismo
secundario”, "redox", "metabolismo e transporte de polissacarideos”,
"fotossintese”, "outras enzimas", "metabolismo e transporte de
nucleotideo”, "metabolismo e transporte de lipideos”, "energia",
"metabolismo e transporte de carboidratos"™)

e "Informacdo” (subdividido em "traducdo”, "processamento de RNA",
"replicacdo/reparo de DNA", "estrutura de cromatina”)

e "Geral" (subdividido em "proteina estrutural”, "ligacdo a pequenas

nmon

moléculas”, "interacdo de proteinas").

A andlise dos dominios Pfam que apresentaram correlacdo positiva realizada em
nosso estudo detectou diversas das categorias detectadas anteriormente no trabalho de
Voguel e Chotia, 2006, tais como fatores de transcricdo associados a proliferacéo celular,
mobilidade celular (tratada em nosso estudo como "citoesqueleto™), regulacédo do estado
redox e elementos de matriz extracelular. Ambos os estudos também detectaram algumas
categorias exclusivas, como algumas poucas categorias de plantas em Voguel e Chotia,
2006, ndo detectadas em nosso estudo, ou 0s dominios desconhecidos (DUFs), detectados
somente em nosso estudo, 0 que em parte pode representar variagdes entre os estudos,
como o conjunto de genomas utilizados, o nivel de resolucdo analisado (superfamilia
versus dominios protéicos) e os critérios para significancia e para o agrupamento de
dominios em categorias funcionais, discutido abaixo.

Ambos os trabalhos dependeram de curadoria manual extensa, laboriosa e, de
certa maneira, arbitraria, para a categorizacdo dos dominios e superfamilias em categorias

mais amplas. Em nosso caso, diversas das categorias biologicas que utilizamos para
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classificar os nossos resultados de dominios (e.g. "proteinas de citoesqueleto” ou
"receptores de membrana”, ou "sistema nervoso") séo resultado direto dos resultados de
GO, os quais fornecem imediatamente categorias biologicamente relevantes associadas
ao aumento da complexidade que nos guiaram na construcdo de nossas categorias.

Dessa maneira, embora discutamos alguns dos exemplos de dominios associados
a categorias funcionais mais amplas abaixo, utilizaremos a estrutura do GO para descrever
de maneira mais ampla nossos resultados, pois acreditamos que ela permite uma descricéo
mais rica e objetiva da evolugdo da complexidade em Eukarya. No caso do trabalho de
Voguel e Chotia, 2006, os critérios para a classificacdo dos dominios em categorias ndo
estd disponivel. Entretanto, ressalta-se que as categorias propostas pelos autores
compreende majoritariamente processos em nivel celular, ndo fazendo discriminagéo de
eventuais fatores que contribuam para o estabelecimento de tecidos e sistemas, o0 que
encontra-se imediatamente disponivel em nossas analises de termos GO.

Encontramos dezenas de dominios que, através de anotagdo manual, puderam ser
associados ao desenvolvimento de tecidos, 6rgaos e sistemas especificos, particularmente
ao desenvolvimento dos sistemas nervoso, imunologico, muscular, circulatorio,
reprodutivo, digestivo e da pele. Estes sistemas e 0Orgdos, de maneira coordenada,
permitem que organismos multicelulares metazoarios possam interagir com o meio e com
outras espécies de maneira cada vez mais complexa, mediante instinto e aprendizado, em
atividades como a alimentacdo, a fuga, o0 combate aos patdgenos e a reproducdo. Em
conjunto, esses sistemas podem ser vistos como um assinatura molecular dos principais
sistemas presentes nos organismos metazoarios.

No caso do sistema nervoso, detectamos dominios como as teneurinas, que
ocorrem em um conjunto de proteinas conservadas em metazoarios envolvidos
diretamente com o estabelecimento da morfologia neuronal em metazoéarios (Teneurin
Intracellular Region (PF06484) (Drabikowski, Trzebiatowska & Chiquet-Ehrismann,
2005; Antinucci et al., 2013). Detectamos também o dominio de polarizacdo de
neuroblastos, o qual ocorre em proteinas que induzem a migracao de um tipo especial de
neurdnio (neurdnios Q) para posi¢oes bem definidas ao longo do eixo anteroposterior do
embrido para dar origem aos neurdnios sensoriais e de associacdo (Q-cell neuroblast
polarisation, (PF10034) (Middelkoop e Korswagen, 2014)). Outros dominio interessante
detectado foi o receptor de folato, vitamina essencial para a formagédo do tubo neural
durante embriogénese (Folate receptor family, (PF03024)). Assim, observamos que

diferentes componentes da formacéo do sistema nervoso, como a morfologia, migracao e
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desenvolvimento de estruturas, apresenta correlacdo positiva com o nimero de tipos de
celulas em Eukarya.

O sistema imunoldgico confere protecdo contra varios tipos de agentes exdgenos
e patdgenos ao organismo tais como virus, bactérias e células estranhas ou aberrantes,
como também executa a reparacdo de danos nos oOrgdos e tecidos, a manutencdo da
integridade e regeneracdo de tecidos (Rimer, Cohen e Friedman, 2014). A imunidade
inata € um processo bioldgico evolutivamente antigo na arvore da vida e esta presente em
plantas, invertebrados e vertebrados (Buchmann, 2014; Rimer, Cohen e Friedman, 2014).
Como exemplo de imunidade inata, mencionamos o dominio PF08210 (APOBEC-like N-
terminal domain), que estd presente no terminal N da apolipoproteina APOBEC e
corresponde uma familia de citocinas deaminases evolutivamente conservadas que estao
relacionadas com o desenvolvimento de diversidade de anticorpos em linfécitos B em
varios eucariotos (Wekedin et al., 2003; lyer et al., 2011; Vasudevan et al., 2013) e, no
caso de mamiferos, esta envolvida em mecanismos de protecéo a infecgdo viral (Stavrou
e Ross, 2015). Também encontramos varios dominios que estdo presentes em Varias
interleucinas, como o dominio PF00340 (Interleukin-1 / 18). Este dominio compreende
a familia da Interleucina-1, com dois ligantes com atividade agonista nesta familia, as
interleucina-1 alfa e interleucina-1 beta (IL1-alfa e IL1-beta) que participam da regulacao
de respostas imunes, reacBes inflamatdrias e hematopoiese (Garlanda, Dinarello e
Mantovani et al., 2013).

O sistema muscular, em conjunto com 0 sistema nervoso, permite que 0s
metazoarios apresentem uma capacidade de deslocamento no espago ndo observada em
virtualmente nenhum dos outros organismos multicelulares ndo-metazoarios. Embora
comportamentos que envolvem deslocamento espacial sejam descritos em outros taxons,
como plantas, estes envolvem a movimentacdo de um 6rgéo (e.g. flores) em funcédo de
um estimulo, sem resultar no deslocamento de todo o corpo do organismo.

No caso de animais, estes dedicam um consideravel aporte de recursos e energia
na composic¢do do sistema muscular e esquelético, com o qual deslocam todo o seu corpo,
muitas vezes por longas distancias, via locomog¢édo ou outros tipos de mecanismos (Jung
e Dasen, 2015). Dentre os dominios com envolvimento no sistema muscular, detectamos
dominios que compdem diretamente as proteinas das fibras musculares (e.g Myosin N-
terminal SH3-like domain, (PF02736) e Tropomyosin (PF00261)), além de dominios que
participam da reparo de danos as fibras musculares (Ferlin C-terminus (PF16165)).

Detectamos também, em menor frequéncia, dominios que atuam em outros sistemas
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caracteristicos dos metazoarios, tais como o0s sistemas sanguineo, reprodutivo e digestivo,
além da pele.

Detectamos também dezenas de dominios de proteinas que participam de
processos extracelulares primordiais para o desenvolvimento de tecidos, Orgdos e
sistemas, como a adesdo celular, a interacdo célula-célula e a dinamica de sintese e
degradacéo de diversos componentes de matriz extracelular. Como exemplos de dominios
de adesdo celular, destacamos FG-GAP repeat (PF01839) e Cadherin C-terminal
cytoplasmic tail, catenin-binding region (PF15974), os quais Sdo componentes
conservados das proteinas integrinas e caderinas, respectivamente, responsaveis pela
adesdo célula-célula observada nos tecidos de metazoérios (Loftus et al., 1994; Ishiyama
etal., 2010).

A matriz extracelular exerce varias funcfes essenciais para a sobrevivéncia da
célula em organismos multicelulares, contribuindo com a comunicacao e adesao entre as
células atraveés ligacdo dos receptores de adesdo da superficie celular, sendo fundamental
para a evolucdo da complexidade bioldgica nos eucariotos superiores como 0S
metazoarios (Ozbek et al., 2010). Outros dominios de adesdo celular repesentados nas
nossas analises sdo o PF07679 (Immunoglobulin I-set domain) e PF02210 (Laminin G
domain). O dominio PF07679 faz parte de uma superfamilia de dominios amplamente
distribuidos em muitos tipos de receptores de superficie celular, sendo observados em
varias moléculas de adesdo celular e moléculas de sinalizacdo (Chen, Wang e Wu, 2018).
O dominio PF02210 é encontrado na porgdo C-terminal das cadeias do tipo a das
lamininas, que sdo uma familia de glicoproteinas multidominios conservados nos
metazoarios envolvidos em vérias fungbes na membrana basal, contribuindo para a
formacdo das matrizes extracelulares nestes organismos (Fahey e Degnan, 2012).

Ao analisarmos 0s eventos que detectamos em nivel celular, observamos
aproximadamente uma centena de dominios que fazem parte de diversas vias de
sinalizagdo importantes para o estabelecimento da multicelularidade, como receptores,
componentes intermediarios, fatores de transcricdo e modificadores de estrutura de
cromatina. Como uma lista ndo-exaustiva de exemplos dessa categoria, mencionamos o
dominio PF00631 (GGL domain), que representa a subunidade gama (Gy) da proteina G.
O dominio GGL é encontrado em varias proteinas RGS (reguladoras da sinalizacdo por
proteina G) (Sondek e Siderovski, 2001), que correspondem um complexo de sete
dominios transmembranas que possuem uma regiao extracelular transmembranar o-

helicoidal ligante externo e um dominio citoplasmatico que interage com um complexo
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de proteinas G heterotrimérica composto por subunidades Ga, G ¢ Gy (Krishnan et al.,
2015). Este complexo de proteina G heterotrimérico atua como um interruptor molecular
em varias cascatas de sinalizacdo intracelular, sendo conservados nos excravatas e nos
animais (de Mendonza, Sebé-pedros e Ruiz-Trillo, 2014). Os genes que codificam as
RGS séo encontrados tanto em organismos eucarioticos superiores como animais, plantas
e fungos, e também sdo encontrados em Dictyostelium e Entamoeba onde regulam a
sinalizagéo intercelular (Wilkie e Kinch, 2005).

Observamos também vaérios fatores de transcricdo ja associados a processos
bioldgicos diretamente envolvidos no desenvolvimento na embriogénese e no
desenvolvimento de tecidos, 6rgéos e sistemas, como os dominios "Forkhead" (PF00250,
“Forkhead domain”), PKNOX1 (PF16493, “N-terminal of Homeobox Meis and
PKNOX1”) e POU (PF00157 “Pou domain - N-terminal to homeobox domain™).
Forkhead consiste em uma familia de fatores de transcri¢do que possuem um dominio de
ligacdo ao DNA estruturalmente conservado de ~100 residuos e é conhecido como o
dominio de hélice (Medina et al., 2016). Esta familia também é capaz de organizar a
producdo de transcritos temporalmente e espacialmente durante o desenvolvimento (Zhu,
2016).

PKNOX1 esté presente na regido terminal N dos membros da familia de genes
homeobox TALE / MEIS, incluindo a proteina homeobox PKNOX e Meis. Um gene
homeobox codifica um homeodominio (HD), que consiste num dominio de ligacdo ao
DNA com 60 aminoéacidos e sdo encontrados em fatores de transcri¢cdo em quase todas as
espécies eucarioticas (Vonk e Ohm, 2018). Nos eucariotos, esta familia esta envolvida
em uma ampla variedade de processos celulares, como a progressao do ciclo celular,
embriogénese, organogénese, proliferacdo, diferenciacdo, migracdo, metabolismo e
resposta a danos no DNA (Medina et al., 2016; Zhu, 2016) o que demonstra evidéncias
da contribuicdo destes genes para a formacédo de diferentes tipos de células ao longo da
evolucdo biol6gica. Esta familia de dominios tem uma origem eucaridtica relativamente
antiga e divergiu em dezenas de subfamilias em varias linhagens de animais, plantas,
fungos e protistas ((Nakagawa et al., 2013), (Sebé-Pedros e de Mendonza, 2015), (Vonk
e Ohm, 2018)).

A familia de proteinas POU s&o uma classe de fatores de transcrigdo homeobox
caracterizada por um dominio especifico de POU conservado em varias linhagens de
metazoarios com cerca de 70 residuos na regido terminal N de um dominio especifico

POU e um HD (homeodominio) que geralmente contém um residuo de serina na posi¢ao
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50 da regido terminal C do HD (Cosse-Etchepare et al., 2015). O acrénimo POU ¢
derivado dos nomes de trés fatores de transcricdo de mamiferos, o Pit-1 especifico de
pituitaria, as proteinas de ligacdo de octdmero Oct-1 e Oct-2 e 0 Unc-86 neural de
Caenorhabditis elegans (Petryniak et al., 1990). Os varios membros da familia POU tém
uma ampla variedade de funcdes, particularmente ligadas ao desenvolvimento (Nakanoh,
2019).

Alguns dominios que realizam modifica¢cGes na estrutura da cromatina também
foram observadas, como o dominio Pfam PF09011 (HMG-box domain). Este dominio
curto e conservado de 71 residuos € um dominio HMG-box (high motility goup) que
consiste em trés alfa hélices. Dominios HMG-box s&o encontrados em uma ou mais
copias em proteinas HMG-box, que formam uma familia grande e diversa envolvida na
regulacdo de processos dependentes de DNA, tais como transcricédo, replicacdo e reparo
das fitas, os quais requerem a flexéo e desenrolamento da cromatina (Reeves, 2015). Os
dominios HMG-box podem ser encontrados em copias simples ou multiplas em vérias
classes de proteinas de fatores de transcricdo que estdo envolvidos na gonadogénese
diferencial (Harley, Clarkson e Argentaro, 2003) na regulacdo da organogénese e
diferenciacédo de timocitos (Labbé, Letamendia e Attisano, 2000).

Ainda em ambito celular, detectamos diversos dominios componentes de canais
de membrana com associacéo significativa com o nimero de tipos celulares. Uma anélise
desses dominios detectou tanto componentes especificos de sistemas fisioldgicos de
metazoarios, tais como componentes de canais idnicos importantes para a contracao
muscular (e.g. Voltage-gated calcium channel subunit alpha, C-term (PF16885)
(Caterall, 2011)) ou para a ocorréncia de impulsos nervosos no sistema nervoso central
(Slow voltage-gated potassium channel (PF02060) (Moran et al., 2015)) e nas vias
olfatérias e visuais no no sistema nervoso (e.g. C-terminal leucine zipper domain of cyclic
nucleotide-gated channels (PF16526) (Biel e Michalakis, 2009)).

Observamos também diversos elementos do citoesqueleto cuja frequéncia
aumenta nos proteomas analisados a medida em que observa-se um aumento da
complexidade, compreendendo outra categoria de elementos que atuam em nivel celular.
No caso dos componentes, detectamos diversos elementos que atuam no citoesqueleto de
actina, possuindo papel fundamental em eventos de migragdo celular, manutencdo da
morfologia celular e diferenciacdo de 6rgdos (e.g. WH1 domain (PF00568), Repeat in
HS1/Cortactin (PF02218), Tau and MAP protein, tubulin-binding repeat (PF00418),
Thymosin beta-4 family (PF01290) (Veltman e Insall, 2010; Uruno et al., 2003)).
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Em menor frequéncia, detectamos elementos que atuam em nivel celular em
diversos outros processos, como no sistema de endomembranas, na biologia de acidos
nucléicos, na composicao da carioteca e do poro nuclear, na degradacdo de proteinas.
Assim, em nivel celular, observamos que a célula dos organismos mais complexos se
torna mais rica em elementos de diversos processos celulares, majoritariamente em vias
de sinalizagdo, fatores de transcricdo, reguladores epigenéticos e elementos do
citoesqueleto, além de uma gama de outros processos em menor frequéncia.

Cabe ressaltar também uma elevada ocorréncia de dominios que fazem parte de
oncogenes, bem como dominios que estdo presentes em genes supressores de tumores e
que atuam como reguladores de varias vias de sinalizacdo, cuja alteracdo esta envolvida
em varios tipos de cancer (Trigos et al., 2018). Alguns trabalhos, como Aktipis et al.,
2015, sugerem que a proliferacdo descontrolada, a degradacdo do meio, a invasao em
outros tecidos e 6rgdos por varios tipos de tumores e células cancerigenas sao contrarios
aos fundamentos da multicelularidade como a cooperacdo entre as células, a divisdo do
trabalho, a adesdo, a diferenciacdo e a comunicacdo celular, portanto seriam uma
involucdo ao estado ancestral unicelular.

Entre os 216 dominios que apresentaram valores significativos de correlacéo,
detectamos oito dominios com pouca informacéo funcional, insuficiente para classifica-
los em uma das categorias descritas acima, além de 15 dominios caracterizados pelo
banco de dados Pfam como Dominios de Funcdo Desconhecida (DUF). Vérios destes
dominios foram predominantes nos eucariotos mais complexos, principalmente nos
vertebrados. Apesar de ndo terem suas funcdes bioldgicas muito bem descritas, diversos
dos DUFs representados no nosso banco de dados sdo observados em proteinas que
possuem alguma descricdo das suas funces bioldgicas que permite associa-las aos
processos envolvidos com o surgimento da multicelularidade. Como exemplo,
destacamos os dominios PF06327 (DUF1053), que faz parte de adenilato ciclases que
estdo onipresente na regulacdo de atividades enzimaticas e expressdo génica nos
eucariotos e PF13281 (DUF4071), detectado na regido terminal N de muitas proteinas
semelhantes a serina-treonina quinases. Assim, avaliamos que os dominios pouco
caracterizados detectados compreendem candidatos interessantes para a validagéo
funcional, pois podem constituir componentes mecanismos importantes e ainda
desconhecidos que eventualmente contribuiram para o aumento do nimero de tipos de

células em Eukarya.
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Ao final de nossa anéalise dos dominios com correlacao positiva, destacamos que
0 aumento da complexidade esta associado a um aumento relativo de dominios que
realizam diversas funcdes indispensaveis para o surgimento dos organismos com 0 maior
numero de células conhecidos, os metazoarios vertebrados, do nivel sistémico ao celular.
Observamos especialmente componentes de 6rgdos e sistemas especificos, aléem de vias
de sinalizacdo para crescimento e diferenciagdo celular, componentes de citoesqueleto
importantes para a morfologia dos distintos tipos celulares e componentes de matriz
extracelular para permitir o estabelecimento de tecidos.

Os dominios com correlagédo negativa detectados foram observados em frequéncia
menor que 0s com correlacdo positiva (33 versus 183), e correspondem majoritariamente
a vias bioquimicas catabdlicas e anabdlicas e componentes do sistema de traducdo e de
metabolismo de tRNA, ocorrendo também, em menor frequéncia, dominios que
participam do metabolismo de proteinas, sistema de endomembranas, citoesqueleto, ciclo
celular e metabolismo de nucleotideos. Acreditamos que 0s organismos com menor
namero de células, especialmente 0s que apresentam uma Unica célula ao longo de todo
0 seu ciclo de vida, compreendem organismos onde uma unica célula necessita realizar
diversas tarefas, como lidar com um ambiente molecular muito mais heterogéneo do que
o0 encontrado em organismos multicelulares e com muitos tipos de células, onde grupos
especificos de células sdo especializados em localizar, capturar, digerir e distribuir
alimentos, criando um ambiente mais estavel para todas as células coletivamente, as quais
seriam incapazes de sobreviver individualmente no ambiente de uma célula unicelular de
vida livre.

Assim, a maior frequéncia de vias bioguimicas em genomas de organismos
unicelulares possivelmente identifica tanto a pressao seletiva de manutencao dessas vias
nos organismos unicelulares quanto a auséncia de pressdo seletiva para sua manutencao
em organismos multicelulares metazoarios, 0s quais, como heterotrdficos, obtém
nutrientes através da captura ativa, através da locomocédo, de alimentos de origem
organica do meio exterior, o que eventualmente resultaria em auséncia de pressao seletiva
para a manuntencgdo de vias de sintese de moléculas organicas (Guedes et al., 2011).

Embora tenham possibilitado uma boa descri¢do sobre como o panorama geral do
proteoma ndo-redundante dos eucariotos varia em fungdo do numero de tipos de células,
as analises de unidades que séo descritas em funcéo de sua ancestralidade comum podem
eventualmente perder relagdes importantes dos dados, aléem de eventualmente requerer,

conforme ja descrito, uma curadoria manual extensa e, de certa forma, arbitréria.
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Tentando obter uma analise mais objetiva e sistematica e, a0 mesmo tempo, mais
rica e biologicamente relevante, utilizamos termos GO para tentar avaliar quais foram 0s
diferentes aspectos funcionais que aumentaram a sua frequéncia no genoma de eucariotos
a medida que aumenta o namero de tipos celulares (Thomas, 2017). O banco de dados
dos termos GO compreende um dicionario comum, padronizado e elaborado por
especialistas para anotar fungdes génicas, e possivelmente representa 0 mais completo
modelo computacional de sistemas bioldgicos disponivel, representando, de maneira
curada e objetiva, os mais diversos niveis de processos biologicos, do nivel molecular ao
sistémico. Os termos GO também descrevem a localizacdo de proteinas e suas funcdes
moleculares, podendo destacar aspectos importantes da evolucdo da complexidade em
Eukarya que ndo foram adequadamente abordadas nos trabalhos anteriores.

Em nossa analise, ao utilizarmos as dezenas de milhares de termos GO disponiveis
para anotar os proteomas ndo-redundantes em nivel génico, esperavamos refletir, de
maneira rica e biologicamente relevante, entretanto uniformizada, ndo-enviesada e
objetiva, quais sdo as diversas funcGes bioldgicas que potencialmente exerceram papeis
importantes na evolugdo de organismos multicelulares. Esperavamos também que 0 uso
de termos GO permitiria tanto captar as diferentes facetas das fungdes génicas associadas
ao aumento da complexidade quanto evitar a necessidade a categorizacao arbitraria de
genes em processos, que eventualmente podem néo representar eventos bioldgicos reais
e perder outras camadas de informacdo biologicamente relevantes. Cabe destacar,
entretanto, que termos GO somente detectam tendéncias de elementos para os quais ja se
sabe a fungéo génica, e ndo podem detectar elementos gendmicos sem anotacao funcional
(como DUFs) signifcativamente associados ao nimero de tipos de células.

Os termos GO que apresentaram correlacéo positiva significativa com o aumento
da complexidade detectaram algumas das tendéncias previamente observadas no estudo
de Vogel et al., em 2006, bem como em nossas anélises de dominios, além de diversas
novas tendéncias ndo detectadas anteriormente e que retratam um perfil de como a
composicdo relativa de diferentes camadas de processos bioldgicos aumentou e diminuiu
em funcdo do nimero de tipos celulares. Abaixo tragaremos o perfil detalhado descrito
pelos termos GO positivamente associados ao aumento numero de tipos de células. De
maneira geral, & medida em que aumenta o nimero de tipos celulares, observamos um
aumento na fracdo do proteoma dedicada a interacéo entre 0s componentes dos sistemas

bioldgicos, dos sistemas de biomoléculas ao organismo e seu ambiente.
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O termo GO com maior correlacdo com o numero de tipos de células nos parece
um bom sumario dos demais termos detectados e do que compreende um organismo
complexo: desenvolvimento de sistemas (system development, GO:0048731), definido
como "o processo onde o resultado especifico é a progressdo de um sistema de um
organismo ao longo do tempo, desde sua formacao até sua estrutura madura. Um sistema
é um grupo de 6rgdos ou tecidos que interage de maneira regular ou interdependente e
que trabalham em conjunto para executar um determinado processo biologico".

O surgimento de sistemas complexos e especializados é consequéncia direta da
existéncia de diferentes tipos de células e, também, necessario para sua manutengédo. Os
termos GO com maior significancia na correlagdo positiva (maior area na Figuras 10, 12
e 14, e primeiros termos da Tabela Suplementar 2) descrevem alguns dos processos
bioldgicos mais gerais necessarios para o estabelecimento dos diferentes sistemas
bioldgicos, 6rgaos, tecidos e células que compdem organismos complexos, tais como
crescimento, migracdo e morte programada de celulas e desenvolvimento de sistemas e
tecidos. Embora diversos dos dominios e superfamilias observados em nosso estudo, bem
como nos diversos estudos anteriores que fizeram uso desse tipo de anotacdo, possam
eventualmente sugerir que 0s processos bioldgicos acima descritos sao importantes para
0 aumento no numero de tipos celulares, ressaltamos que os mesmos foram detectados de
maneira automatica, consistente, biologicamente coerente e estatisticamente solida como
em nossa anélise de termos GO.

Além destes termos mais gerais para o estabelecimento de 6rgdos e tecidos,
observamos também o aumento relativo da frequéncia de termos que descrevem o
desenvolvimento de estruturas anatdmicas exclusivas dos organismos mais complexos
conhecidos (metazoarios) ou de algumas de suas linhagens, tais como 0s sistemas
nervoso, esquelético, cartilaginoso, epiderme e conectivo, e circulatorio, alguns dos quais
ja haviam sido observados em nossas analises de dominios, enquanto outras (esquelético
e cartilaginoso) foram detectados somente na analise automatizada de termos GO. Outra
modificacdo em nivel celular importante para o funcionamento do sistemas muscular e
nervoso € a existéncia de canais especializados para seu funcionamento. Essa faceta
desses sistemas foi captada pela deteccdo dos diversos termos GO de canais de calcio
(e.g. GO:1901386 - negative regulation of voltage-gated calcium channel activity).
Observamos também diversos GOs associados a deteccdo de componentes do meio
externo, como nutrientes e estimulos luminosos, 0s quais podem ser subcomponentes do

sistema nervoso e indicam um aumento relativo do proteoma dedicado & interagdo com o
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ambiente; essas funcdes também ndo foram detectados em nossa analise de dominios
Pfam.

Em organismos multicelulares de grande complexidade, a homeostase necesséria
para a sua existéncia cria um ambiente estavel e rico em nutrientes (seu proprio corpo), o
que produz um nicho para a eventual evolucdo de organismos parasitos, iniciando a
competicdo da fragdo do componente do proteoma dedicado ao sistema imune ou a
patogenicidade. Assim, propomos que o aumento na complexidade pode estar produzindo
uma corrida armamentista entre 0s organismos parasitos e seus hospedeiros também no
conteddo relativo do proteoma do hospedeiro dedicado ao sistema imune, com
compoentes importantes, como a imunidade inata e adaptativa em nivel celular, os quais
sdo observados em diferentes niveis em plantas e metazodrios, especialmente na linhagem
dos vertebrados (Buchmann, 2014; van Valen, 1973).

Observamos diversos termos que descrevem a regulacdo de processos nos mais
diversos niveis de um organismo, de 6rgdos e tecidos as células e as redes moleculares.
Exemplos nesse sentido sdo os termos de regulacdo do desenvolvimento, regulacdo da
resposta a estimulos externos, regulacdo de vias sinalizacdo, regulacdo de migracao
celular, regulacdo de morte celular programada e regulacdo de funcdes moleculares,
dentre outros, 0 que evidencia que organismos mais complexos possuem um aumento
significativo da proporcao relativa de seus proteomas dedicados a regulacdo dos mais
diferentes processos bioldgicos nos mais diferentes niveis, o que é essencial para permitir
a coexisténcia harmoénica dos diferentes sistemas que compdem um organismo com
maltiplos tipos celulares sem a emergéncia de doencas que decorrem da multiplicacdo
descontrolada de células.

Em nossas analises, detectamos que a fracdo relativa do proteoma de Eukarya
anotada como pertencendo a vias de sinalizacdo também se expande a medida que
aumenta o namero de tipos celulares (e.g. GO:0043235 - receptor complex, GO:0030545
- receptor regulator activity). Além desse padrdo geral observado, detectamos diversos
grandes grupos e classes de vias bioquimicas de sinalizacdo especificas, tais como
receptores, componentes intermediarios e fatores de transcri¢cdo, com associagao positiva
significativa com o aumento da complexidade em Eukarya e que possuem papel de
destaque em diversos aspectos necessarios para o estabelecimento dos organismos
eucarioticos complexos.

Diversos componentes destas vias, detectadas de maneira automatica em nossa

analise GO, também foram detectadas em nossa curadoria manual de dominios Pfam,
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enquanto outras foram detectadas somente na analise de GO, possivelmente por
constituirem elementos gendmicos ndo-homologos que fazem parte da mesma via
bioguimica. Descreveremos os diferentes modulos das vias, iniciando pelas que recebem
0 nome de seus ligantes ou receptores, passando posteriormente a descricdo dos
componentes intermediarios das vias, como quinases.

Como ligantes de vias, detectamos enriquecimento para os ligantes dos fatores de
crescimento insulin-like (GO:0005520 - insulin-like growth factor binding). Essas
moléculas compreendem polipeptideos que sdo hormonios de estrutura molecular similar
a insulina, que promove o crescimento e o desenvolvimento em humanos (Yakar et al.,
2002). A sinalizagdo dessa via comeca pela ligacdo dos peptideos ao receptor, o qua
sinaliza, via a GTPase de baixo peso molecular Ras (a qual também compreende uma das
vias encontradas em nossa andlise de GO, discutida abaixo) e posterior ativacdo de
quinases ativadas por mitégenos (MAPK, também detectada e discutida abaixo), 0 que
ocasiona a fosforilacdo de maltiplos substratos e a transcrigdo de diversos genes (Laviola,
Natalicchio e Giogirno, 2007). Adicionalmente, a ativagdo cruzada entre esta via e as
proteinas acopladas a proteina G (também detectada e descrita abaixo) mediadas pela
quinase mTOR (também detectada e descrita abaixo) ja foi reportada (Rozengurt, Sinnet-
Smith e Klsfalvi, 2010). Embora n&o tenhamos detectado estudos sobre a evolugéo desses
peptideos, seus receptores tirosina-quinases ja foram observados em esponjas, sugerindo
que sua origem pode ter ocorrido nos primeiros metazoarios (Skorokhod et al., 1999).

A segunda classe de ligantes com correlacdo positiva com o aumento da
complexidade foi a via de sinalizagdo de fator de crescimento de fibroblasto
(GO:0008543 - fibroblast growth factor receptor signaling pathway), os quais
compreendem uma familia de peptideos estruturalmente relacionados, exclusiva de
metazoarios, que ativa diversas vias de sinalizacdo mediadas por quinases como MAPK,
PKC (discutida abaixo) e a GTPase de baixo peso molecular Ras (discutida abaixo). A
ativacdo cruzada entre essa via e as proteinas acopladas a proteina G também ja foram
descritas (Wang, 2016). Em humanos, essa via de sinalizacdo € essencial na
embriogénese, atuando também e como fator homeostatico na resposta ao dano tecidual
(Itoh e Ornitz, 2011). A evolucdo dessa via parece ser complexa, com diversos eventos
de duplicacao e perda de genes nos metazoarios, e com um relativo aumento (Oulion,
Bertrand e Escriva, 2012).

A evolucdo de metazodrios dos seus ancestrais unicelulares dependeu da

emergéncia de novos mecanismos para adesdo e comunicacdo célula-célula, onde as
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integrinas compreenem um dos componentes mais importantes (Hynes, 2002)
(GO:0007229 - integrin-mediated signaling pathway). Integrinas sdo receptores
transmembrana que participam de interacGes célula-célula e destas com a matriz
extracelular, participando de diversos processos como proliferacdo, migracdo e morte
celular programada (Cary, Han e Guan, 1999). Estas vias ativam majoritariamente as
proteinas Ras e MAPK, embora eventos de sinaliza¢do cruzada com a via dos receptores
acoplados a proteina G também ja tenha sido observada (Teoh, tam e tran, 2012). Embora
tenha sido descrita inicialmente como exclusiva dos metazoarios, estudos de gendmica
comparativa reportaram componentes dessa via em grupos basais unicelulares de
Eukarya, indicando que a mesma foi perdida independentemente em fungos, plantas e
coanoflagelados (Sebé-Pedrds et al., 2010).

A via mediada por receptores de acido retindico (vitamina A) compreende outro
receptor que pertence as vias detectadas relacionadas ao desenvolvimento de maultiplos
tipos celulares em Eukarya (GO:0048384 - retinoic acid receptor signaling pathway).
Diferentemente das vias descritas anteriormente, as vias vias de sinaliza¢do por receptor
de &cido retindico possuem seus receptores intracelulares, uma vez que o &cido retindico
é lipossoluvel e atravessa as membranas biologicas. As vias de sinalizacdo mediadas por
acido retindico sdo importantes para 0s processos de crescimento, diferenciacao,
proliferacdo e apoptose, contribuindo, dentre outros processos, para a determinacdo do
padrdo anteroposterior da placa neural, induzindo a formacdo da porcdo posterior do
embrido (Das et al., 2014).

Receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (GO:0008277 - regulation of G
protein-coupled receptor signaling pathway) compreendem a maior diversidade de
proteinas transmembrana observadas em eucariotos (Tuteja, 2009; Keshlava et al., 2018),
e sua origem parece ter ocorrido antes da emergéncia dos metazoarios (Mushegian et al.,
2012). Nos metazoarios, episédios de expansdes de familias de GPCRs por eventos de
duplicacdo e divergéncia foram essenciais para a evolucdo de varias funcbes sensoriais
responsaveis pela percep¢do ambiental que resultaram em varios aspectos ecologicos
necessarios para a sobrevivéncia, e ja foram descritas em diversas linhagens de
organismos multicelulares. (de Mendonza, Sebé-Pedrds e Ruiz-Trillo, 2014). Os GPCRs
estdo envolvidos na evolucdo de receptores gustativos em mosquitos transmissores de
doencgas, quimiorreceptores em nematoides, deteccdo de feromdnio nos vertebrados e
receptores olfativos em mamiferos (Ritschard et al., 2019). Receptores dessa natureza

também estdo associados com o controle do desenvolvimento, crescimento celular,
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migracdo, sensor de densidade populacional e transmissdo nervosa (Rosenbaum,
Rasmussen e Kobilka, 2009).

As GTPases de baixo peso molecular Ras, também detectadas com associacdo
significativa positiva, sdo componentes intermediarios de vias de transducao de sinal para
a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, atuando como interruptores de
ativacdo e inativacdo dessas vias (Wennerberg, 2005). Essas GTPases sdo componentes
intermediérios de vias de sinalizacdo mediada por MAPK, determinando os padrdes de
ativacdo diferencial dessa quinase no corpo do embrido durante seu desenvolvimento
(Shvartsman, Coppey e Berezhkovskii, 2008). Diversas das outras vias detectadas nesse
estudo realizam sua sinalizacdo via Ras, conforme descrito anteriormente

A fosforilacdo de proteinas em residuos de tirosina pode ter contribuido para o
advento da multicelularidade nos eucariotos superiores como plantas terrestres e animais
(Cock e Collen, 2015). Expansdes e contracdes de familias de quinases receptoras na
membrana Sa0 processos antigos nos eucariotos, e provavelmente existiam antes da
irradiacdo dos principais clados de eucariotos como as plantas terrestres, 0s metazoarios
e os fungos (Suga et al. 2012). Quinases receptoras transmembranas participam da
comunicacdo entre as células e da percepcao de sinais extracelulares, atuando em diversos
dos processos importantes para o surgimento de multiplos tipos de células, como
migracao, divisao e diferenciacdo celular, dentre outros (De Smet et al., 2009).

Observamos associacdo significativa entre a frequéncia geral de quinases e a
complexidade dos organismos (GO:0004675 - transmembrane receptor protein
serine/threonine kinase activity), além de diversas quinases especificas ja descritas como
associadas com o desenvolvimento embrionario. O primeiro conjunto detectado
compreende diversas quinases, tais como as vias de sinalizacdo via quinase Hippo, a via
da quinase alvo da rapamicina (mTOR), a quinase ativada por AMP ciclico (PKA), a
quinase C (PKC), quinases dependentes de ciclina e as quinases ativadas por mitdgeno
(MAPK). As quinases controlam os processos de fosforilacdo, o qual é frequentemente
utilizado para ligar e desligar vias de sinalizacdo via fosforilagdo reversivel de proteinas-
alvo. A via Hippo coordena 0s processos de apoptose e proliferacdo celular nos
metazoarios, tendo sido identificada primeiro em Drosophila melanogaster e depois
extensivamente estudada em Drosophila e mamiferos. Essa via compreende uma quinase
central (Hippo) e diversos componentes, como coativadores de transcri¢éo e e parceiros
de ligacdo ao DNA, compreendendo mais de 30 fatores conhecidos (Meng, Moroishi e
Guan, 2016).
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As fungdes da Hippo é o controle do crescimento de tecidos em adultos e a
modulacdo da proliferagdo celular, diferenciacdo e migracdo nos Orgdos em
desenvolvimento. Estudos mais recentes apontam alguns componentes da via Hippo com
origem anterior aos metazoarios, na espécie Capsaspora owczarzaki, de especial
importancia como grupo-irmdo de Choanozoa (composto, por sua vez, por
coanoflagelados metazoarios) e compreendendo um dos ancestrais unicelulares mais
préximos dos metazoarios (Sebé-Pedros et al., 2012).

A via da quinase mTOR (mammalian target of rapamycin) foi descoberta
inicialmente em Saccharomyces cerevisiae, sendo posteriormente descrita como uma via
existente em todos os eucariotos, regulando diversos processos. Nos eucariotos
multicelulares, essa via ja foi descrita como um regulador do crescimento, mobilidade e
proliferacdo celular (Saxton e Sabatini, 2017). Embora seja uma via antiga, onde a maior
parte dos componentes dessa via surgiu antes do ultimo ancestral comum de Eukarya,
uma expansdo e diversificacdo dessa via, causada por duplicacdes e eventos de delecdo
e subfuncionalizacéo, é descrita nos metazoérios (van Dam, et al., 2011).

Outras quinases detectadas como associadas com o aumento da complexidade
foram as MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase, proteina quinase ativada por
mitdgeno), das quais a quinase JNK faz parte, e que compreendem vias de transducéo de
sinal evolutivamente conservadas, observadas em virtualmente todos eucariotos
estudados até o momento (Ichimura et al., 2002). Estas quinases respondem a diversos
estimulos extracelulares e, nos organismos com diversos tipos celulares, controlam um
vasto numero de processos celulares fundamentais, como proliferacdo, crescimento,
diferenciacdo, resposta a estresse, sobrevivéncia e apoptose (Plotnikov et al., 2011).

As quinases PKA e PKC possuem papel fisioldgico na manutencdo da homeostase
em diversos 0rgaos e tecidos, possuindo atividades descritas no tecido adiposo, muscular,
cardiovascular, figado, rins, e pele, enquanto as quinases dependentes de ciclinas que
possuem papel regulatério no controle do ciclo celular (Nelson e Cox, 2014). Ambas as
classes de processos (regulacdo do funcionamento dos diferentes 6rgdos e tecidos,
regulacdo da proliferacdo celular) constituem aspectos necessarios para a existéncia dos
organismos multicelulares.

Historicamente, cabe destacar que diversos agentes das vias que descrevemos, tais
como as quinases ativadas por mitdgenos (Macnamara, Baker e Maini, 2011), a quinase
mTOR (Ronch et al., 1993), o &cido retindico (Casci, 2008), o fator de crescimento de

fibroblasto (Bokel e Brand, 2013), as vias mediadas por Ras (Shvartsman, Coppey e

84



Berezhkovskii, 2008), os fatores de crescimento insulin-like (Rudman et al., 1997), sdo
morfogénicos (morphogen). Estas moléculas compreendem alguns dos mais importantes
agentes durante a embriogénese, variando sua concentragdo ao longo dos eixos corporais
do embrido e, em fungéo disso, permitindo que as células do embrido em desenvolvimento
recuperem informacbes de sua localizacdo e regulando etapas primordiais do
desenvolvimento embrionério, como migracéo celular, diferenciacdo e estabelecimento
dos eixos corporais (Rogers e Schier, 2011; Sagner e Briscoe, 2017).

N&o detectamos nenhum GO que representasse um conjunto especifico de fatores
de transcri¢cdo, como a analise dos dominios detectou. Entretanto, observamos termos GO
mais gerais e associados & eventos associados diretamente & transcricdo do DNA
eucariotico. Especificamente, os componentes da cromatina e os fatores de transcricao,
de maneira geral, apresentam correlacdo positiva significativa com o numero de tipos
celulares (GO:0031490 - chromatin DNA binding, GO:0008134 - transcription factor
binding). Conforme j& exposto na discussdo dos dominios Pfam, diversos grupos de
fatores de transcrigdo estdo envolvidos no desenvolvimento embrionario das embridfias
e metazoarios (de Mendoza et al., 2013). A cromatina também esta estritamente associada
a regulacdo do acesso da maquinaria de transcricdo ao DNA nos eucariotos (Koster, Snel
e Timmers, 2015).

Do ponto de vista da localizacdo celular, detectamos uma maior frequéncia de
proteinas localizadas na interface celular ou fora da célula a medida em que aumenta a
complexidade dos eucariotos (GO:0005576 - extracellular region, GO:0009986 - cell
surface). Conforme extensivamente discutido anteriormente, propomos que isso reflete
como o microambiente extracelular (matriz extracelular) e a interacdo da célula com o
seu microambiente local (outras células e os componentes da matriz extracelular) se
tornam cada vez mais importantes para o estabelecimento de multiplos tipos de células.

Curiosamente, observamos também um aumento da frequéncia de genes
possuindo anotacdes de elementos de virus a medida em que aumenta a complexidade.
Embora ainda ndo tenhamos realizado a analise de quais sdo 0s genes anotados dessa
maneira, ha casos descritos de elementos virais exaptados e que contribuirem para o
surgimento de novidades evolutivas em mamiferos. Um exemplo de exapta¢do € o uso de
uma proteina de origem viral para a comunicacdo intercelular no sistema nervoso atraves
da producgéo de moléculas capside-like (Pastuzyn et al., 2018). Além disso, o surgimento

de uma novidade evolutiva importante na linhagem dos mamiferos, a placenta, deriva da

85



exaptacdo de elementos de origem viral para a formacéo do sinciotrofoblasto, onde ocorre
também a producéo de capside-like (Mi et al., 2000).

A andlise das fun¢Ges moleculares associadas ao aumento do nimero de tipos de
células detectou majoritariamente as principais classes de receptores de membrana
descritos anteriormente, bem como a fungédo de quinase. Outro componente previamente
detectado é a fungdo reguladora dos respectivos receptores. Em nivel de DNA,
observamos novamente a funcéo de ligacdo a cromatina.

Os termos GO com correlacdo negativa descrevem um cendrio semelhante ao
detectado nos dominios Pfam, com uma maior frequéncia de vias metabdlicas e
catabolicas, metabolismo energético e tradugdo nos eucariotos unicelulares (e.g.
GO0:0006564 - L-serine biosynthetic process, GO:0006072 - glycerol-3-phosphate
metabolic process, GO:0009055 - electron transfer activity e GO:0006412 - translation).
Acreditamos que esse cenario descreve tanto o perfil dos organismos multicelulares, os
quais eventualmente perderam diversas destas vias em funcdo do ambiente mais
homeostatico proporcionado pela especializacdo celular e da consequente auséncia de
pressdo seletiva para sua manutencdo, quanto o dos unicelulares, os quais lidam com um
perfil heterogéneo de componentes externos ao longo do seu dia com uma unica célula,

generalista por definicéo.
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7. Conclustes

Os eucariotos apresentam uma vasta variacao fenotipica em relacdo ao nimero de
tipos celulares. Os genomas desse tdxon também apresentam uma vasta varia¢do natural
em sua composi¢do, bem como eventuais viéses decorrentes do procedimento de
montagem de genomas e de predi¢do génica, dentre outros. Nesse projeto, selecionamos
espécies distribuidas ao longo do taxon Eukarya para os quais trés informacdes
encontravam-se disponiveis: um genoma de alta qualidade, o nimero de tipos celulares e
a sua posicao na filogenia desse tdxon. De posse dessas informacdes, investigamos como
algumas propriedades genémicas, especificamente a frequéncia de dominios protéicos e
de termos GO, variava em funcdo do numero de tipos de células. Para remover possiveis
viéses causados por dependéncia dos dados e possiveis outliers, fizemos uso de
procedimentos estatisticos para considerar a historia filogenética compartilhada entre as
espécies, bem como para minimizar a influéncia de pontos com valores atipicamente
muito distantes dos demais valores observados.

A andlise de dominios protéicos detectou diversos padrdes interessantes, mas
falhou em detectar como elementos ndo-homaologos, mas que possuem a mesma funcao
molecular, papel bioldgico ou localizagéo celular. Esta anélise também detectou dominios
desconhecidos cuja frequéncia estd associada ao numero de tipos de células, os quais
constituem alvos interessantes para caracterizacdo funcional.

A andlise automatica em nivel de GO detectou varias das tendéncias detectadas
durante a curadoria manual dos dominios Pfam, bem como diversas outras associacdes
ndo detectadas. Os termos GO descreveram, de maneira automatica e sem a necessidade
de curadoria manual, o painel geral necessario para a emergéncia de sistemas, 0rgaos e
tecidos, como diversas das vias de sinalizacdo, mecanismos regulatérios e 0s processos
dindmicos de crescimento, morte e sinalizacdo celular. Assim, consideramos que as
analises de Pfam e GO detectaram perfis complementares de padrGes gendmicos
associados ao aumento da complexidade em Eukarya.

O que faz um eucarioto complexo? Nossa analise sugere que uma fragao cada vez
maior do proteoma dos organismos multicelulares é dedicada a interagéo, a especializacao
e ao controle dos mais diversos tipos de processos necessarios para a emergéncia dos

organismos multicelulares complexos, do nivel molecular ao sistémico.
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8. Considerac0es Finais/Perspectivas

Acreditamos que a metodologia aqui apresentada possa constituir uma ferramenta
interessante para descobrir dominios (e outros elementos genémicos) associados com
outras varidveis fenotipicas quantitativas de interesse que podem ser proxies interessantes
para avaliar outros fenotipos de interesse. Exemplos de estudos nessa dire¢do abordados
por nosso grupo de pesquisa envolvem utilizar o nimero de neurdnios em metazoarios
para a avaliacdo da evolucdo do sistema nervoso central nessa linhagem, bem como o
namero de individuos em colbnias de Hymenoptera para avaliacdo da evolugdo da
eussociabilidade.

Os resultados aqui apresentados detectaram elementos gendémicos e processos
biolégicos conhecidos na evolucdo da complexidade eucaridtica, bem como outros
elementos ainda ndo caracterizados que podem potencialmente constituir novos processos
bioldgicos associados ao numero de tipos de células. Como trabalhos futuros, planejamos
ampliar nossas analises para outras regides do genoma além dos genes codificadores de
proteinas, de modo a investigar como outras entidades bioldgicas, tais como sitios de
ligacdo a promotores, regides de DNA repetitivo e nimero de genes paralogos, variam
em funcdo do aumento da complexidade bioldgica entre os eucariotos.
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10. Anexos

Tabela Suplementar 1 - Dominios Pfam significativamente associados ao aumento

da complexidade em Eukarya

Pfam ID description Spearman Spearman  PIC g- size
correlation  g-value value
PF08686  PLAC (protease and lacunin) domain 0,90 8,5E-13 4,0E-02 151
PF01034  Syndecan domain 0,88 4,8E-12 4,5E-04 92
PF07525  SOCS box 0,87 1,0E-11 1,0E-02 508
PFO0880  Nebulin repeat 0,87 1,2E-11 1,9€-04 1073
PF00007  Cystine-knot domain 0,87 1,4E-11 7,6E-08 160
PF16493 N-terminal of Homeobox Meis and PKNOX1 0,86 3,6E-11 1,9E-03 81
PF00157 Pou domain - N-terminal to homeobox domain 0,86 3,7E-11 7,8E-05 229
PF00047 Immunoglobulin domain 0,86 3,9E-11 3,0E-09 775
PF00418 Tau and MAP protein, tubulin-binding repeat 0,86 4,7E-11 1,6E-03 210
PF10034  Q-cell neuroblast polarisation 0,85 7,2E-11 3,6E-09 78
PF01839  FG-GAP repeat 0,85 8,5E-11 3,1E-02 477
PF16526  C-terminal leucine zipper domain of cyclic nucleotide-gated 0,85 9,4E-11 1,1E-04 69
channels
PF12605 Casein kinase 1 gamma C terminal 0,84 1,2E-10 5,2E-09 42
PF01421  Reprolysin (M12B) family zinc metalloprotease 0,84 1,4E-10 8,1E-04 572
PF05110 AF-4 proto-oncoprotein 0,84 1,8E-10 8,8E-05 75
PF16564  p55-binding region of Methyl-CpG-binding domain proteins 0,84 2,0E-10 1,3E-11 50
MBD
PF01390  SEA domain 0,84 2,1E-10 3,1E-07 439
PF00094  von Willebrand factor type D domain 0,84 2,3E-10 1,2E-03 954
PF07531  NHR1 homology to TAF 0,84 2,3E-10 3,1E-02 83
PF08516  ADAM cysteine-rich 0,83 3,4E-10 1,6E-04 271
PF01835 MG2 domain 0,83 3,7E-10 2,9E-02 194
PF09316  C-myb, C-terminal 0,83 3,9E-10 3,2E-04 40
PF00836  Stathmin family 0,83 4,3E-10 1,6E-02 73
PF14709  double strand RNA binding domain from DEAD END PROTEIN 0,83 4,7E-10 1,3E-02 69
1
PF12347  Holliday junction regulator protein family C-terminal repeat 0,83 5,0E-10 6,7E-07 64
PF01562  Reprolysin family propeptide 0,83 5,2E-10 2,8E-02 589
PF16516 Leucine zipper of domain CC2 of NEMO, NF-kappa-B essential 0,83 5,4E-10 1,6E-05 57
modulator
PF16885  Voltage-gated calcium channel subunit alpha, C-term 0,82 1,0E-09 3,0E-06 48
PF16034 JAKMIP CC3 domain 0,82 1,1E-09 1,0E-04 40
PF08742  C8 domain 0,82 1,1E-09 7,1E-05 747
PF11261 Interferon regulatory factor 2-binding protein zinc finger 0,82 1,2E-09 2,3E-04 44
PF06021  Aralkyl acyl-CoA:amino acid N-acyltransferase 0,82 1,3E-09 4,2E-02 42
PF05361  PKC-activated protein phosphatase-1 inhibitor 0,81 1,7E-09 1,5E-04 63
PF12884  Transducer of regulated CREB activity, N terminus 0,81 1,8E-09 4,1E-03 40
PF00681 Plectin repeat 0,81 2,0E-09 2,9E-08 861
PF02946  GTF2I-like repeat 0,81 2,4E-09 8,1E-08 158
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PF03045
PF00079
PF10569
PF12714
PF12925
PF11878
PF01108
PF00041
PF02196
PF03185
PF02060
PF16207

PF13330
PF14048
PF02038
PF09294
PF15229
PF02210
PF01101
PF01017
PF04621

PF01023
PF08383
PF00357
PF10608
PF12001
PF06462
PF17226
PF16159
PF08688
PF03529
PF12045
PF15974
PF01821
PF00053
PF09744
PF12901
PF03821
PF14707
PF03066
PF08210
PF02251
PF12414
PF08474
PF14798

DAN domain

Serpin (serine protease inhibitor)

Alpha-macro-globulin thiol-ester bond-forming region
TILa domain

E2 domain of amyloid precursor protein

Domain of unknown function (DUF3398)

Tissue factor

Fibronectin type Ill domain

Raf-like Ras-binding domain

Calcium-activated potassium channel, beta subunit
Slow voltage-gated potassium channel

RAWUL domain RING finger- and WD40-associated ubiquitin-
like

Mucin-2 protein WxxW repeating region

C-terminal domain of methyl-CpG binding protein 2 and 3
ATP1G1/PLM/MATS family

Interferon-alpha/beta receptor, fibronectin type Ill
POM121 family

Laminin G domain

HMG14 and HMG17

STAT protein, all-alpha domain

PEA3 subfamily ETS-domain transcription factor N terminal
domain

S-100/ICaBP type calcium binding domain

Maf N-terminal region

Integrin alpha cytoplasmic region

Polyubiquitination (PEST) N-terminal domain of MAGUK
Domain of unknown function (DUF3496)

Propeller

MTA R1 domain

FOXP coiled-coil domain

Apx/Shroom domain ASD1

Otx1 transcription factor

Protein of unknown function (DUF3528)

Cadherin C-terminal cytoplasmic tail, catenin-binding region
Anaphylotoxin-like domain

Laminin EGF domain

JNK_SAPK-associated protein-1

SUZ-C motif

Golgi 4-transmembrane spanning transporter
C-terminal region of aryl-sulfatase
Nucleoplasmin/nucleophosmin domain

APOBEC-like N-terminal domain

Proteasome activator pa28 alpha subunit

Calcitonin gene-related peptide regulator C terminal
Myelin transcription factor 1

Calcium homeostasis modulator

0,81
0,81
0,81
0,30
0,30
0,30
0,30
0,30
0,30
0,30
0,80
0,30

0,80
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79

0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77

2,5E-09
2,8E-09
3,0E-09
3,1E-09
3,1E-09
3,5E-09
3,6E-09
3,7E-09
4,3E-09
4,7€-09
4,8E-09
5,4E-09

5,5E-09
6,8E-09
7,0E-09
7,1E-09
7,2E-09
7,3E-09
7,8E-09
8,0E-09
8,1E-09

8,4E-09
8,9E-09
9,3E-09
9,4E-09
1,1E-08
1,1E-08
1,1E-08
1,2E-08
1,2E-08
1,4E-08
1,4E-08
1,5E-08
1,8E-08
1,9E-08
2,2E-08
2,2E-08
2,6E-08
2,8E-08
2,8E-08
2,8E-08
3,1E-08
3,7E-08
3,8E-08
4,0E-08

2,2E-02
1,8E-03
1,6E-02
1,8E-03
7,9€-07
2,8E-02
8,0E-04
1,1E-03
2,2E-05
2,4E-04
8,2E-08
4,7E-02

1,0E-02
1,6E-12
8,5E-06
3,0E-04
1,4E-10
3,9E-03
3,3E-04
4,9E-04
4,1E-04

1,1E-02
4,3E-04
8,0E-06
1,1E-02
1,2E-08
3,0E-06
1,3E-06
1,8E-03
1,9E-04
2,6E-03
5,1E-04
9,3E-03
3,9E-06
1,4E-02
5,6E-04
2,6E-02
5,3E-04
2,6E-02
2,26-03
2,9E-03
6,2E-05
5,1E-06
1,2E-05
1,5E-02

86
627
193
223
49
87
152
8981
129
64

112

280
52

146
82
1471

256
45
60
43
44
46
192
80
3680

111



PF07894
PF00340
PF16739
PF06189
PF07679
PF15010
PF03285
PF06484
PF11851
PF01056
PF06327
PF14988
PF00801
PF00965
PF16165
PF00631
PF13281
PF04516
PF12886
PF16274
PF10506
PF12424
PF00250
PF02865
PF03414
PF00200
PF05831
PF03148
PF11515

PF02189
PF15951
PF14915
PF10390
PF15870
PF04906
PF00261
PF04629
PF02736
PF15300
PF16866
PF15287
PF16453
PF09005
PF09815
PF00207
PF11357

Protein of unknown function (DUF1669)
Interleukin-1/ 18

Caspase recruitment domain

5'-nucleotidase

Immunoglobulin I-set domain

Putative cell signalling

Paralemmin

Teneurin Intracellular Region

Domain of unknown function (DUF3371)

Myc amino-terminal region

Domain of Unknown Function (DUF1053)
Domain of unknown function (DUF4515)

PKD domain

Tissue inhibitor of metalloproteinase

Ferlin C-terminus

GGL domain

Domain of unknown function (DUF4071)

CP2 transcription factor

Transducer of regulated CREB activity, C terminus
Qual domain

PDZ domain of MCC-2 bdg protein for Usher syndrome
Plasma membrane calcium transporter ATPase C terminal
Forkhead domain

STAT protein, protein interaction domain
Glycosyltransferase family 6

Disintegrin

GAGE protein

Tektin family

Mouse development and cellular proliferation protein Cullin-
7

Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
MITF/TFEB/TFEC/TFE3 N-terminus

CCDC144cC protein coiled-coil region

RNA polymerase Il elongation factor ELL
ElonginA binding-protein 1

Tweety

Tropomyosin

Islet cell autoantigen ICA69, C-terminal domain
Myosin N-terminal SH3-like domain
INTS6/SAGE1/DDX26B/CT45 C-terminus
PHD-finger

KRBA1 family repeat

PH domain

Domain of unknown function (DUF1897)
XK-related protein

Alpha-2-macroglobulin family

Cell cycle regulatory protein

0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,73
0,73
0,73
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,71
0,71

0,71
0,71
0,70
0,70
0,69
0,69
0,69
0,69
0,68
0,68
0,68
0,68
0,68
0,68
0,68
0,67
0,67

4,3E-08
5,1E-08
5,2E-08
5,5E-08
5,5E-08
5,6E-08
5,8E-08
6,0E-08
6,0E-08
9,9E-08
1,1E-07
1,1E-07
1,1E-07
1,2E-07
1,4E-07
1,4E-07
1,5E-07
1,7E-07
2,0E-07
2,5E-07
3,7E-07
3,7E-07
4,5E-07
4,7€-07
4,8E-07
5,0E-07
5,8E-07
8,7E-07
8,9E-07

9,3E-07
1,1E-06
1,2E-06
1,4E-06
2,0E-06
2,1E-06
2,3E-06
2,8E-06
3,1E-06
3,2E-06
3,7E-06
4,0E-06
4,2E-06
4,3E-06
4,4E-06
4,8E-06
4,8E-06

6,2E-03
1,36-03
6,3E-04
1,5E-04
1,4E-05
2,7E-03
3,5E-04
4,2E-07
7,8E-03
6,8E-04
5,2E-03
4,2E-02
3,0E-05
9,6E-06
1,4E-02
4,6E-04
1,4E-04
4,2E-02
2,9E-04
3,5E-04
2,0E-03
4,3E-03
4,0E-02
2,8E-03
1,7E-02
8,6E-04
5,0E-05
3,2E-02
4,4E-04

1,2E-02
1,8E-02
1,1E-03
4,8E-02
2,4E-09
1,2E-02
2,8E-03
5,7E-03
1,8E-03
9,2€-03
2,2E-03
2,3E-09
5,1E-05
6,7E-06
1,1E-02
6,4E-03
3,1E-08

108
69
65
45
8215
43
43
83
49
66
94
51
269
70
93
247
42
103
43
41
41
92
819
92
73
340
69
109
41

55
56
74
58
74
68
104
42
281
58
47
49
53
56
185
218
104

112



PFO0711  Beta defensin 0,67 5,1E-06 2,8E-03 81

PF16954 Haem-transporter, endosomal/lysosomal, haem-responsive 0,67 5,7E-06 3,3E-07 41

gene

PF02234  Cyclin-dependent kinase inhibitor 0,66 9,5E-06 2,5E-02 71

PF15275  PEHE domain 0,65 1,2E-05 3,4E-02 51

PF13885 Keratin, high sulfur B2 protein 0,64 2,0E-05 1,7E-05 652

PF06758  Repeat of unknown function (DUF1220) 0,63 3,2E-05 3,5E-23 264

PF09514  SSXRD motif 0,63 3,6E-05 1,1E-03 45

PF06237  Protein of unknown function (DUF1011) 0,63 3,8E-05 5,1E-04 45

PF14672 Late cornified envelope 0,62 3,9E-05 2,9E-04 92

PF11759 Keratin-associated matrix 0,62 4,2E-05 9,9E-03 90

PF15371  Domain of unknown function (DUF4599) 0,62 4,6E-05 5,9E-13 49

PF05287  PMG protein 0,62 5,0E-05 2,9E-05 88

PF00568 WH1 domain 0,61 7,7E-05 6,0E-03 196

PF06409  Nuclear pore complex interacting protein (NPIP) 0,59 1,1E-04 2,1E-21 57

PF03024  Folate receptor family 0,57 2,3E-04 4,3E-04 121

PF14642 FAMA7 family 0,57 2,9E-04 9,6E-22 49

PF04845  PurA ssDNA and RNA-binding protein 0,56 3,7E-04 3,1E-03 58

PF05920 Homeobox KN domain 0,54 6,9E-04 2,6E-03 351

PF00641  Zn-finger in Ran binding protein and others 0,53 8,9E-04 1,2E-03 586

PF15240  Proline-rich 0,51 1,3E-03 4,8E-06 63

PF08953  Domain of unknown function (DUF1899) 0,50 2,1E-03 3,4E-02 158

PF02026  RyR domain 0,49 2,7E-03 1,8E-03 243

11
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PF03516
PF08726
PF13599
PF14752
PF00535
PF00784
PF16300
PF17450
PF13848
PF15788
PF10409
PF02185
PF03097
PF00443
PF00252
PF04802
PF00566
PF13589
PF00456
PF01268
PF04258
PF00318
PF11976
PF01283
PF01564
PF01195
PF02782
PF06418
PF00208
PF02879

PF00366
PF02544
PF04950
PF13774
PF01142
PF00570
PF00428
PF04078
PF04130
PF04101
PF00890
PF00416
PF00466
PF02878

PF00118

Filaggrin

Ca2+ insensitive EF hand

Pentapeptide repeats (9 copies)

Retinol binding protein receptor

Glycosyl transferase family 2

MyTH4 domain

Type of WD40 repeat

Alpha galactosidase A C-terminal beta sandwich domain
Thioredoxin-like domain

Domain of unknown function (DUF4705)

C2 domain of PTEN tumour-suppressor protein

Hrl repeat

BRO1-like domain

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

Ribosomal protein L16p/L10e

Component of IS longevity pathway SMK-1
Rab-GTPase-TBC domain

Histidine kinase-, DNA gyrase B-, and HSP90-like ATPase
Transketolase, thiamine diphosphate binding domain
Formate--tetrahydrofolate ligase

Signal peptide peptidase

Ribosomal protein S2

Ubiquitin-2 like Rad60 SUMO-like

Ribosomal protein S26e

Spermine/spermidine synthase domain

Peptidyl-tRNA hydrolase

FGGY family of carbohydrate kinases, C-terminal domain
CTP synthase N-terminus
Glutamate/Leucine/Phenylalanine/Valine dehydrogenase
Phosphoglucomutase/phosphomannomutase,
alpha/beta/alpha domain II

Ribosomal protein S17

3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase

40S ribosome biogenesis protein Tsrl and BMS1 C-terminal

Regulated-SNARE-like domain

tRNA pseudouridine synthase D (TruD)

HRDC domain

60s Acidic ribosomal protein

Cell differentiation family, Rcd1-like

Spc97 / Spca8 family

Glycosyltransferase family 28 C-terminal domain
FAD binding domain

Ribosomal protein $13/518

Ribosomal protein L10
Phosphoglucomutase/phosphomannomutase,
alpha/beta/alpha domain |

TCP-1/cpn60 chaperonin family

0,46
0,46
0,46
0,45
0,45
0,44
0,44
0,43
0,39
0,37
0,37
0,36
-0,35
-0,37
-0,39
-0,41
-0,44
-0,45
-0,46
-0,46
-0,50
-0,50
-0,50
-0,52
-0,52
-0,57
-0,59
-0,62
-0,62
-0,63

-0,65
-0,67
-0,70
-0,70
-0,71
-0,71
-0,72
-0,73
-0,74
-0,75
-0,76
-0,76
-0,81
-0,82

-0,88

4,9€-03
5,0E-03
5,2E-03
6,1E-03
6,2E-03
7,4E-03
7,8E-03
9,1E-03
2,1E-02
2,9E-02
3,2E-02
3,7E-02
4,1E-02
2,9E-02
2,0E-02
1,6E-02
8,0E-03
6,3E-03
5,7E-03
5,0E-03
2,2E-03
1,9E-03
1,9€-03
1,3E-03
1,0E-03
2,4E-04
1,5E-04
5,1E-05
3,9E-05
2,8E-05

1,5E-05
5,8E-06
1,5E-06
1,2E-06
8,8E-07
8,8E-07
4,1E-07
2,3E-07
2,2E-07
9,6E-08
6,0E-08
4,3E-08
2,7E-09
7,8E-10

5,3E-12

6,3E-11
3,6E-02
1,6E-03
4,8E-04
3,1E-03
4,1E-04
2,6E-04
2,1E-02
2,0E-02
5,3E-09
2,0E-02
1,2E-02
3,2E-05
2,0E-06
6,7E-11
3,6E-05
1,1E-04
1,1E-05
1,1E-03
2,6E-02
3,0E-02
3,6E-08
9,9E-03
7,6E-09
7,5E-05
2,1E-04
1,7E-03
2,6E-02
8,9E-06
2,2E-04

6,9E-04
4,4E-02
5,0E-09
6,6E-03
4,6E-02
5,6E-03
2,6E-05
4,4E-02
4,4E-03
1,2E-02
3,6E-03
2,8E-03
2,26-03
2,7E-06

2,6E-02

58
98
47
52
524
276
164
49
238
273
160
189
152
138
128
67
115
263
73
78
148
154
159
71
115
40
173
69
85
116

93
172
92
192
78

182
57
209
60
114
66
117
196

589

3

3

114



Tabela Suplementar 2 - Termos GO significativamente associados ao aumento da

complexidade em Eukarya

name Description Spearman Spearman PIC g-value Size
correlation g-value
GO0:0048731 system development 0,92 9,40E-14 7,10E-03 703
G0:0005576 extracellular region 4,50E-13 4,60E-02 7397
G0:0030545 receptor regulator activity 0,90 4,50E-13 3,20E-04 2971
G0:0048018 receptor ligand activity 0,90 4,50E-13 3,20E-04 2971
G0:0009888 tissue development 0,90 4,80E-13 7,80E-08 244
G0:0040007 growth 0,90 6,70E-13 2,70E-05 491
G0:0032502 developmental process 0,90 7,10E-13 4,30E-03 2673
G0:0051240 positive regulation of multicellular organismal process 0,89 7,20E-13 3,90E-02 133
G0:0002682 regulation of immune system process 0,89 7,60E-13 7,30E-04 281
G0:0010942 positive regulation of cell death 0,89 7,60E-13 9,30E-04 87
G0:0043065 positive regulation of apoptotic process 0,89 7,60E-13 9,30E-04 87
G0:0043068 positive regulation of programmed cell death 0,89 7,60E-13 9,30E-04 87
G0:0050776 regulation of immune response 0,89 7,60E-13 1,50E-02 189
G0:0048856 anatomical structure development 0,89 7,90E-13 3,30E-03 2372
G0:0048513 animal organ development 0,89 1,50E-12 6,50E-05 346
GO0:0016477 cell migration 0,89 1,60E-12 3,30E-07 161
G0:0030334 regulation of cell migration 0,89 1,60E-12 1,10E-02 127
G0:0005164 tumor necrosis factor receptor binding 0,88 2,00E-12 3,30E-05 274
GO0:0032813 tumor necrosis factor receptor superfamily binding 0,88 2,00E-12 3,30E-05 274
G0:0008227 G protein-coupled amine receptor activity 0,88 2,30E-12 3,20E-02 560
GO0:0071944 cell periphery 0,88 4,20E-12 2,10E-03 6735
G0:0048584 positive regulation of response to stimulus 0,88 5,00E-12 8,50E-03 392
G0:0016049 cell growth 0,87 7,10E-12 5,60E-04 368
GO0:0002684 positive regulation of immune system process 0,87 1,00E-11 5,80E-05 177
GO0:0050778 positive regulation of immune response 0,87 1,00E-11 1,60E-05 143
G0:0002253 activation of immune response 0,87 1,20E-11 1,80E-05 117
G0:0005125 cytokine activity 0,86 1,80E-11 3,20E-02 711
G0:0006955 immune response 0,86 1,80E-11 2,40E-04 2091
G0:0051239 regulation of multicellular organismal process 0,86 2,20E-11 2,50E-03 530
G0:0045087 innate immune response 0,86 2,40E-11 1,60E-07 269
GO0:1903522 regulation of blood circulation 0,86 2,50E-11 4,60E-02 159
G0:0007399 nervous system development 0,86 3,00E-11 2,50E-02 301
G0:0004860 protein kinase inhibitor activity 0,86 3,50E-11 1,00E-05 164
GO0:0019210 kinase inhibitor activity 0,86 3,50E-11 1,00E-05 164
G0:0007156 homophilic cell adhesion via plasma membrane adhesion 0,86 4,10E-11 3,90E-02 1639
molecules
G0:0098742 cell-cell adhesion via plasma-membrane adhesion 0,86 4,10E-11 3,90E-02 1640
molecules

G0:0140030 modification-dependent protein binding 0,85 5,00E-11 1,10E-03 60
G0:0002376 immune system process 0,85 6,60E-11 8,60E-05 2237
G0:0005102 signaling receptor binding 0,85 6,60E-11 1,40E-02 4613
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G0:0030155
G0:0030522
GO0:0060627
G0:0031593
GO0:0070530

G0:0008543
G0:0044344
GO0:0071774
G0:0001933
G0:0006469
G0:0033673
G0:0042326
G0:0051348
G0:0005179
G0:0004675

G0:0017137
G0:0080134
G0:0050793
G0:0004415
G0:0032147
G0:0006954
G0:0006959
G0:0052866
G0:0006956
G0:0072376
G0:0004935
G0:0008140
G0:0098802
G0:0043235
G0:0008188
G0:0030291
G0:0008277

G0:0098772
G0:0032101
G0:0050900
G0:0040008
G0:0040011
G0:0007417
G0:0044459
G0:0008305
G0:0098636
G0:0004953
G0:0007420
G0:0060322

regulation of cell adhesion

intracellular receptor signaling pathway

regulation of vesicle-mediated transport
polyubiquitin modification-dependent protein binding
K63-linked polyubiquitin modification-dependent protein
binding

fibroblast growth factor receptor signaling pathway
cellular response to fibroblast growth factor stimulus
response to fibroblast growth factor

negative regulation of protein phosphorylation
negative regulation of protein kinase activity
negative regulation of kinase activity

negative regulation of phosphorylation

negative regulation of transferase activity

hormone activity

transmembrane receptor protein serine/threonine kinase
activity

Rab GTPase binding

regulation of response to stress

regulation of developmental process
hyalurononglucosaminidase activity

activation of protein kinase activity

inflammatory response

humoral immune response

phosphatidylinositol phosphate phosphatase activity
complement activation

protein activation cascade

adrenergic receptor activity

cAMP response element binding protein binding
plasma membrane receptor complex

receptor complex

neuropeptide receptor activity

protein serine/threonine kinase inhibitor activity
regulation of G protein-coupled receptor signaling
pathway

molecular function regulator

regulation of response to external stimulus
leukocyte migration

regulation of growth

locomotion

central nervous system development

plasma membrane part

integrin complex

protein complex involved in cell adhesion

icosanoid receptor activity

brain development

head development

0,85
0,85
0,85
0,85
0,85

0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,84

0,84
0,84
0,84
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82

0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81

6,60E-11
6,80E-11
6,80E-11
9,10E-11
9,10E-11

9,30E-11
9,30E-11
9,30E-11
9,50E-11
9,50E-11
9,50E-11
9,50E-11
9,50E-11
1,00E-10
1,50E-10

2,10E-10
2,30E-10
2,40E-10
2,60E-10
2,90E-10
3,50E-10
4,80E-10
5,60E-10
5,90E-10
5,90E-10
6,50E-10
8,00E-10
9,40E-10
9,60E-10
1,00E-09
1,10E-09
1,10E-09

1,30E-09
1,30E-09
1,30E-09
1,40E-09
1,40E-09
1,40E-09
1,40E-09
1,50E-09
1,50E-09
1,60E-09
1,70E-09
1,70E-09

1,90E-02
1,50E-02
7,80E-11
7,20E-08
7,20E-08

3,80E-02
3,80E-02
3,80E-02
2,00E-06
2,00E-06
2,00E-06
2,00E-06
2,00E-06
1,70E-04
1,20E-03

3,40E-03
1,10E-04
4,30E-02
4,90E-02
5,10E-05
1,40E-07
1,00E-07
9,00E-06
9,00E-10
9,00E-10
6,90E-04
2,70E-04
9,80E-03
3,90E-02
2,40E-02
1,80E-06
1,20E-03

1,80E-03
1,50E-05
1,60E-08
2,40E-03
6,90E-03
7,20E-08
2,20E-02
9,30E-03
9,30E-03
1,40E-03
1,50E-08
1,50E-08

110
99
60
40
40

66
66
66
45
45
45
45
45
1125
214

169
184
547
85
79
310
80
67
54
54
116
40
296
319
593
137
71

10080
106
63
298
694
77
4199
273
273
129
74
74

116



G0:0004969
G0:0001501
G0:0051216
G0:0061448
G0:0007229
G0:2000026
G0:0003708
G0:0048384
G0:0045095
G0:0002062
G0:0004954
G0:0007254
G0:0098797
G0:0050953
G0:0001558
G0:0005520
G0:0048585
G0:0018108
G0:0018212
G0:0022898
G0:0032409
G0:0032412
G0:0034762
G0:0034765
G0:1904062
G0:2001257
G0:0004908
G0:0002764
G0:0004936
G0:0001608
G0:0045028
G0:0007601
G0:1901019

G0:1903169
G0:0031490
G0:0031492
G0:0032410
G0:0032413

G0:0034763
G0:0034766
G0:0043271
G0:0051051
G0:0051926
G0:1901020

histamine receptor activity

skeletal system development

cartilage development

connective tissue development

integrin-mediated signaling pathway

regulation of multicellular organismal development
retinoic acid receptor activity

retinoic acid receptor signaling pathway

keratin filament

chondrocyte differentiation

prostanoid receptor activity

INK cascade

plasma membrane protein complex

sensory perception of light stimulus

regulation of cell growth

insulin-like growth factor binding

negative regulation of response to stimulus
peptidyl-tyrosine phosphorylation

peptidyl-tyrosine modification

regulation of transmembrane transporter activity
regulation of transporter activity

regulation of ion transmembrane transporter activity
regulation of transmembrane transport

regulation of ion transmembrane transport
regulation of cation transmembrane transport
regulation of cation channel activity

interleukin-1 receptor activity

immune response-regulating signaling pathway
alpha-adrenergic receptor activity

G protein-coupled nucleotide receptor activity

G protein-coupled purinergic nucleotide receptor activity
visual perception

regulation of calcium ion transmembrane transporter
activity

regulation of calcium ion transmembrane transport
chromatin DNA binding

nucleosomal DNA binding

negative regulation of transporter activity

negative regulation of ion transmembrane transporter
activity

negative regulation of transmembrane transport
negative regulation of ion transmembrane transport
negative regulation of ion transport

negative regulation of transport

negative regulation of calcium ion transport

negative regulation of calcium ion transmembrane

transporter activity

0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,8

0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,79

0,79
0,79
0,79
0,79
0,79

0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79

1,90E-09
2,00E-09
2,00E-09
2,00E-09
2,10E-09
2,30E-09
2,40E-09
2,40E-09
2,50E-09
2,70E-09
2,80E-09
2,90E-09
2,90E-09
3,00E-09
3,20E-09
3,20E-09
3,30E-09
3,50E-09
3,50E-09
3,70E-09
3,70E-09
3,70E-09
3,70E-09
3,70E-09
3,70E-09
3,70E-09
4,50E-09
4,90E-09
4,90E-09
5,00E-09
5,00E-09
5,30E-09
5,70E-09

5,70E-09
5,90E-09
5,90E-09
6,00E-09
6,00E-09

6,00E-09
6,00E-09
6,00E-09
6,00E-09
6,00E-09
6,00E-09

3,70E-03
6,80E-11
6,80E-11
6,80E-11
2,00E-02
5,30E-04
8,20E-05
8,20E-05
9,00E-07
1,20E-15
1,70E-04
6,30E-09
1,10E-03
2,50E-03
1,50E-03
1,50E-03
8,00E-06
1,00E-05
1,00E-05
8,00E-06
8,00E-06
8,00E-06
8,00E-06
8,00E-06
8,00E-06
8,00E-06
1,40E-04
8,90E-03
3,60E-10
3,60E-06
3,60E-06
2,90E-03
1,40E-06

1,40E-06
9,20E-05
9,20E-05
7,50E-08
7,50E-08

7,50E-08
7,50E-08
7,50E-08
7,50E-08
7,50E-08
7,50E-08

60
52
52
52
49
231
52
52
562
42
87
40
2665
348
270
272
313
43
43
53
53
53
53
53
53
53
62
69
54
102
102
337
50

50
61
61
40
40

40
40
40
40
40
40
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G0:1901385
G0:1901386

GO0:1901841
G0:1901842

GO0:1903170

G0:1904063
G0:2001258
G0:0005886
G0:0019882
G0:0042611
G0:0042613
G0:0046580
G0:0051058

G0:0006935
G0:0042330
G0:0035329
G0:0003785
G0:0008544
G0:0007155
G0:0022610
G0:0006952
G0:0004955
G0:0016594
G0:1902532
G0:0002252
G0:0009968
G0:0010648
G0:0023057
G0:0030154
G0:0038036
G0:0019838
G0:0008191
G0:0004999
G0:0060284
G0:0009986
G0:0007050
G0:0009605
G0:0008053
G0:0005212
G0:0034593
G0:1902533
G0:0005149
G0:0043408

regulation of voltage-gated calcium channel activity
negative regulation of voltage-gated calcium channel
activity

regulation of high voltage-gated calcium channel activity
negative regulation of high voltage-gated calcium channel
activity

negative regulation of calcium ion transmembrane
transport

negative regulation of cation transmembrane transport
negative regulation of cation channel activity

plasma membrane

antigen processing and presentation

MHC protein complex

MHC class Il protein complex

negative regulation of Ras protein signal transduction
negative regulation of small GTPase mediated signal
transduction

chemotaxis

taxis

hippo signaling

actin monomer binding

epidermis development

cell adhesion

biological adhesion

defense response

prostaglandin receptor activity

glycine binding

negative regulation of intracellular signal transduction
immune effector process

negative regulation of signal transduction

negative regulation of cell communication

negative regulation of signaling

cell differentiation

sphingosine-1-phosphate receptor activity

growth factor binding

metalloendopeptidase inhibitor activity

vasoactive intestinal polypeptide receptor activity
regulation of cell development

cell surface

cell cycle arrest

response to external stimulus

mitochondrial fusion

structural constituent of eye lens

phosphatidylinositol bisphosphate phosphatase activity
positive regulation of intracellular signal transduction
interleukin-1 receptor binding

regulation of MAPK cascade

0,79
0,79

0,79
0,79

0,79

0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79

0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,77
0,77
0,77
0,77
0,76
0,76
0,76
0,76
0,75
0,75
0,74
0,74
0,74
0,73

6,00E-09
6,00E-09

6,00E-09
6,00E-09

6,00E-09

6,00E-09
6,00E-09
6,00E-09
6,00E-09
6,10E-09
6,10E-09
6,20E-09
6,20E-09

6,40E-09
6,40E-09
6,60E-09
6,90E-09
7,50E-09
7,60E-09
7,60E-09
9,30E-09
9,80E-09
1,00E-08
1,20E-08
1,30E-08
1,60E-08
1,60E-08
1,60E-08
1,70E-08
2,00E-08
2,50E-08
2,70E-08
3,10E-08
3,60E-08
3,60E-08
4,70E-08
4,80E-08
7,10E-08
8,20E-08
1,20E-07
1,40E-07
1,40E-07
1,90E-07

7,50E-08
7,50E-08

7,50E-08
7,50E-08

7,50E-08

7,50E-08
7,50E-08
2,50E-03
6,90E-03
2,80E-02
2,80E-02
8,80E-15
8,80E-15

2,00E-02
2,00E-02
1,80E-02
1,30E-04
1,70E-06
2,50E-02
2,50E-02
9,30E-03
3,20E-06
3,40E-02
6,10E-13
2,10E-08
3,60E-06
3,60E-06
3,60E-06
2,00E-02
3,00E-02
1,30E-03
2,80E-06
8,00E-06
1,50E-10
2,30E-07
3,30E-03
1,10E-02
1,40E-02
4,40E-07
1,40E-02
6,70E-04
1,30E-03
9,20E-05

40
40

40
40

40

40
40
6062
189
128
128
51
51

457
457
54
62
92
3283
3283
1347
69
49
110
117
253
253
253
611
62
311
68
47
51
45
99
976
74
60
56
164
45
122
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G0:0007602
GO0:0022604
G0:0031401
GO0:0051018
G0:0044093
GO0:0008360
G0:0004861

G0:0043085
G0:0051606
G0:0033674
G0:0045860
G0:0051347
G0:0010562
G0:0045937
G0:0097223
G0:0030433
G0:0034976
G0:0036503
G0:0048523
G0:0097190
G0:0022603
G0:1901698
G0:0001934
G0:0042327
G0:0004697
G0:0000149
G0:0019905
G0:0048518
G0:0032217
G0:0032218
G0:0010243
G0:0004674
G0:0080135
G0:0006879
G0:0055072
G0:0070887
G0:0055065
G0:0019012
G0:0044423
G0:0019207
G0:0009581
G0:0009582
G0:0009583
G0:0006875
G0:0030003
G0:0006873

phototransduction

regulation of cell morphogenesis

positive regulation of protein modification process

protein kinase A binding

positive regulation of molecular function
regulation of cell shape

cyclin-dependent  protein  serine/threonine
inhibitor activity

positive regulation of catalytic activity
detection of stimulus

positive regulation of kinase activity

positive regulation of protein kinase activity

positive regulation of transferase activity

positive regulation of phosphorus metabolic process

positive regulation of phosphate metabolic process

sperm part

ubiquitin-dependent ERAD pathway
response to endoplasmic reticulum stress
ERAD pathway

negative regulation of cellular process

apoptotic signaling pathway

regulation of anatomical structure morphogenesis

response to nitrogen compound
positive regulation of protein phosphorylation
positive regulation of phosphorylation
protein kinase C activity

SNARE binding

syntaxin binding

positive regulation of biological process
riboflavin transmembrane transporter activity
riboflavin transport

response to organonitrogen compound
protein serine/threonine kinase activity
regulation of cellular response to stress
cellular iron ion homeostasis

iron ion homeostasis

cellular response to chemical stimulus
metal ion homeostasis

virion

virion part

kinase regulator activity

detection of external stimulus
detection of abiotic stimulus

detection of light stimulus

cellular metal ion homeostasis

cellular cation homeostasis

cellular ion homeostasis

0,73
0,73
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72

0,71
0,71
0,71
0,71
0,71
0,69
0,69
0,69
0,68
0,68
0,68
0,67
0,67
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,65
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,63
0,62
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61

2,70E-07
2,90E-07
3,10E-07
3,20E-07
4,00E-07
4,60E-07
4,90E-07

5,70E-07
5,80E-07
6,30E-07
6,30E-07
6,30E-07
1,70E-06
1,70E-06
2,30E-06
2,90E-06
2,90E-06
2,90E-06
5,40E-06
5,40E-06
6,30E-06
7,20E-06
7,30E-06
7,30E-06
7,80E-06
7,90E-06
7,90E-06
9,30E-06
1,70E-05
1,70E-05
1,70E-05
1,80E-05
1,90E-05
2,00E-05
2,00E-05
2,70E-05
3,50E-05
4,60E-05
4,60E-05
4,80E-05
5,10E-05
5,10E-05
5,10E-05
5,30E-05
5,30E-05
5,40E-05

4,10E-07
2,70E-05
1,50E-03
7,40E-06
7,90E-04
2,80E-05
2,60E-03

6,90E-04
2,60E-03
4,40E-07
4,40E-07
4,40E-07
2,40E-06
2,40E-06
8,10E-04
3,20E-03
3,20E-03
3,20E-03
5,40E-03
1,10E-09
5,10E-03
1,80E-03
1,30E-06
1,30E-06
2,00E-03
1,90E-02
1,90E-02
9,00E-03
1,80E-03
1,80E-03
1,00E-03
3,30E-02
6,70E-05
8,00E-06
8,00E-06
4,80E-02
6,40E-04
5,40E-04
5,40E-04
3,40E-02
2,80E-06
2,80E-06
2,80E-06
3,60E-04
1,10E-03
1,10E-03

126
59
184
51
434
44
100

421
206
113
113
113
171
171
43
60
60
60
2242
50
167
245
148
148
164
137
137
2080
45
45
220
3517
51
177
177
758
453
89
89
541
139
139
139
399
400
402
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G0:0043269
G0:0050801
G0:0098771
G0:0010256
G0:1901568
G0:0010959
G0:0055080
G0:1902531
G0:0048869
G0:0019028
G0:0098552
G0:0051924
G0:0048522
G0:0005834
G0:0009898
G0:0019897
G0:0031234

G0:0098562
G0:1905360
G0:0004683
G0:0048519
G0:0016042
G0:0008134
G0:0007265
G0:0046578
G0:0055082
G0:0019887
G0:0009653
G0:0019902
G0:0004931
G0:0007584
GO0:0014074
G0:0033198
G0:0035381
G0:0046683
G0:0048878
G0:0055076
G0:0009314
G0:0006897
G0:0032007
G0:0043086
G0:0061630
G0:0061659
G0:0046916
G0:0004364
G0:0010563

regulation of ion transport

ion homeostasis

inorganic ion homeostasis
endomembrane system organization
fatty acid derivative metabolic process
regulation of metal ion transport
cation homeostasis

regulation of intracellular signal transduction
cellular developmental process

viral capsid

side of membrane

regulation of calcium ion transport
positive regulation of cellular process
heterotrimeric G-protein complex
cytoplasmic side of plasma membrane

extrinsic component of plasma membrane

extrinsic component of cytoplasmic side of plasma

membrane

cytoplasmic side of membrane

GTPase complex

calmodulin-dependent protein kinase activity
negative regulation of biological process
lipid catabolic process

transcription factor binding

Ras protein signal transduction

regulation of Ras protein signal transduction
cellular chemical homeostasis

protein kinase regulator activity

anatomical structure morphogenesis
phosphatase binding

extracellularly ATP-gated cation channel activity
response to nutrient

response to purine-containing compound
response to ATP

ATP-gated ion channel activity

response to organophosphorus

chemical homeostasis

transition metal ion homeostasis

response to radiation

endocytosis

negative regulation of TOR signaling
negative regulation of catalytic activity
ubiquitin protein ligase activity
ubiquitin-like protein ligase activity

cellular transition metal ion homeostasis
glutathione transferase activity

negative regulation of phosphorus metabolic process

0,6

0,60
0,60
0,60
0,60
0,60
0,60
0,60
0,60
0,59
0,59
0,59
0,58
0,58
0,58
0,58
0,58

0,58
0,58
0,58
0,58
0,58
0,58
0,57
0,56
0,55
0,55
0,55
0,54
0,53
0,53
0,53
0,53
0,53
0,53
0,53
0,53
0,52
0,50
0,50
0,50
0,49
0,49
0,48
0,43
0,42

6,60E-05
6,70E-05
6,70E-05
6,80E-05
6,90E-05
8,00E-05
8,00E-05
8,20E-05
8,90E-05
8,90E-05
9,20E-05
1,10E-04
1,30E-04
1,30E-04
1,30E-04
1,30E-04
1,30E-04

1,30E-04
1,30E-04
1,40E-04
1,50E-04
1,60E-04
1,70E-04
1,90E-04
2,90E-04
3,70E-04
3,80E-04
4,30E-04
6,00E-04
6,20E-04
6,20E-04
6,20E-04
6,20E-04
6,20E-04
6,20E-04
7,40E-04
7,90E-04
9,50E-04
1,50E-03
1,60E-03
1,80E-03
2,10E-03
2,10E-03
2,70E-03
7,80E-03
1,00E-02

4,90E-04
9,10E-04
9,10E-04
9,40E-03
3,80E-03
1,20E-04
1,00E-03
3,30E-02
1,30E-02
5,10E-04
1,50E-08
3,10E-05
2,70E-02
4,90E-07
4,90E-07
4,90E-07
4,90E-07

4,90E-07
4,90E-07
3,20E-02
1,10E-02
1,80E-02
2,50E-04
4,20E-02
4,10E-02
3,30E-02
4,40E-02
2,00E-02
2,90E-04
9,40E-03
9,40E-03
9,40E-03
9,40E-03
9,40E-03
9,40E-03
3,70E-02
2,90E-05
8,50E-06
3,30E-07
3,40E-04
4,60E-02
8,40E-04
8,40E-04
2,70E-05
1,40E-03
4,70E-02

91
692
692
295
96
82
690
2235
845
70
180
79
1847
167
167
167
167

167
167
135
3145
831
277
1817
1708
534
514
457
42
108
108
108
108
108
108
875
255
169
255
53
319
290
290
216
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105
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G0:0007020
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G0:1901575
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G0:0015935
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G0:0016866
G0:0006412
G0:0006891
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negative regulation of phosphate metabolic process
regulation of TOR signaling

import into cell

negative regulation of protein modification process
RNA polymerase Il transcription factor complex

cellular protein catabolic process

proteolysis involved in cellular protein catabolic process
cellular macromolecule catabolic process
nicotinate-nucleotide diphosphorylase (carboxylating)
activity

gamma-tubulin binding

oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2 group of
donors

organonitrogen compound catabolic process

L-serine biosynthetic process

protein catabolic process

cytoplasmic part

macromolecule catabolic process

oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2 group of
donors, NAD or NADP as acceptor

glycerol-3-phosphate metabolic process

alditol phosphate metabolic process

intramolecular transferase activity, phosphotransferases
spindle pole

microtubule nucleation

microtubule polymerization

amine metabolic process

polyamine metabolic process

organic substance catabolic process

electron transfer activity

threonine metabolic process

small ribosomal subunit

ribosomal subunit

ribosome

nucleotide-excision repair

structural constituent of ribosome

ribonucleoprotein complex

intramolecular transferase activity

translation

intra-Golgi vesicle-mediated transport

peptide biosynthetic process

peptide metabolic process

cellular amide metabolic process

amide biosynthetic process

tRNA dihydrouridine synthase activity
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0,37
-0,40
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-0,48
-0,50
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0,51
-0,53

-0,55
-0,56
-0,57
-0,61
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-0,63

-0,64
-0,64
-0,64
-0,65
-0,67
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-0,73
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-0,77
0,78
-0,79
-0,82
-0,83
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-0,83
-0,84
-0,84
-0,84
-0,86

1,00E-02
1,40E-02
1,90E-02
2,60E-02
1,40E-02
2,80E-03
2,80E-03
1,80E-03
1,40E-03

1,20E-03
6,80E-04

3,80E-04
2,90E-04
2,20E-04
4,50E-05
4,00E-05
2,10E-05

2,00E-05
2,00E-05
1,90E-05
1,30E-05
4,20E-06
4,20E-06
3,50E-06
3,10E-06
1,90E-06
2,00E-07
1,70E-07
1,60E-07
5,10E-08
4,40E-08
2,70E-08
1,70E-08
6,00E-09
9,10E-10
4,50E-10
4,50E-10
3,70E-10
1,80E-10
1,30E-10
1,20E-10
2,60E-11

4,70E-02
5,10E-03
2,70E-07
3,20E-02
3,10E-02
3,90E-04
3,90E-04
6,30E-03
3,50E-05

4,60E-04
1,20E-02

8,40E-03
2,70E-02
6,10E-03
3,40E-02
2,30E-02
1,00E-05

7,00E-04
7,00E-04
5,10E-08
2,00E-04
1,20E-03
1,20E-03
3,00E-03
4,60E-02
4,80E-02
1,60E-02
4,90E-02
8,20E-05
1,20E-02
1,40E-04
2,50E-03
1,20E-04
8,10E-04
6,00E-04
2,90E-03
3,50E-07
3,00E-03
4,10E-03
8,20E-03
4,10E-03
7,70E-03
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107
268
85
604
3251
3251
4221
100

224
493

5205
100
3727
18911
4995
96

194
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336
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244
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644
221
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2012
70
590
1111
5911
491
5910
7587
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9225
120
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9776
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190

121



