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RESUMO

As sequéncias génicas que possuem ancestralidade comum sdo ditas homologas e podem ser
classificadas como ortdlogas ou pardlogas. Os paralogos sdo originados por duplicagdes do
gene ancestral em determinada espécie, sendo responsaveis pela expansdo das familias
génicas, que sdo grupos de genes que apresentam fungdes semelhantes. Em contrapartida, os
ortdlogos surgem do processo de especiagdo em que um gene presente no ancestral comum ¢
mantido nas novas espécies. Por compartilharem uma origem comum, a sequéncia dos
ortdlogos de espécies diferentes apresentam grande similaridade entre si. Desta forma,
frequentemente, proteinas codificadas a partir dos ortdlogos apresentam estrutura e funcao
conservadas nas espécies. Assim, a identificagdo dos ortdlogos auxilia na anotacdo génica de
novos genomas ¢ na inferéncia da relacdo evolutiva entre as espécies. Além disso, a
quantificacdo e identificacdo das expansdes de familias génicas podem nos auxiliar na
compreensdo da inovacdo funcional em um genoma, como a eussocialidade das abelhas.
Assim, esse trabalho teve como objetivo identificar os ortdlogos e criar uma base de dados
para dez espécies de abelhas com genomas disponiveis que diferem quanto ao comportamento
social e identificar as familias génicas, avaliando se houve expansdo ou retracao nas espécies
estudadas. Para isso, as sequéncias de proteinas das espécies foram alinhadas através do
DIAMOND e a abordagem Reciprocal Best Hit (RBH) foi utilizada para identificar os
melhores candidatos a ortdlogos, totalizando 45 combinagdes par-a-par entre as dez espécies.
Paralelamente, a ferramenta OrthoFinder foi utilizada para identificar os ortdlogos e
pardlogos entre as espécies. A abordagem RBH identificou 4.979 e o OrthoFinder 5.755
ortdlogos 1:1, sendo que 4.347 genes foram identificados em ambas as abordagens. A andlise
das familias génicas pela ferramenta CAFE identificou 200 expansdes Unicas para pelo menos
uma das espécies de abelhas eussociais, 83 nas sociais simples e apenas 6 nas solitarias. Além
da identificacdo dos ortdlogos entre as dez espécies de abelhas, este trabalho contribuiu com a
criacdo de um fluxo de analise automatizado que pode ser modificado para analisar os dados

gendmicos de outras espécies.

Palavras-chave: Bioinformatica. Homologia de sequéncias. Familias génicas. Evolu¢ao

molecular. Abelha.



ABSTRACT

Gene sequences that share a common ancestry are known as homologous and can be
classified into orthologs or paralogs. Paralogs originate from duplications of the ancestral
gene in a given species and are responsible for the expansion of gene families, which are
groups of genes that have similar functions. In contrast, orthologs arise from speciation events
in which a gene of the common ancestry is maintained in the novel species. As they share a
common origin, orthologs sequences from different species display high similarity. Therefore,
frequently, the ortholog encoded proteins display conserved structure and function in different
species. Thus, the identification of orthologs helps in the gene annotation of novel genomes
and in the inference of the evolutionary relationship between species. In addition, the
quantification and identification of gene family expansions can help us understand functional
innovation in a genome, such as the eusociality of bees. Thus, this study aimed to identify
create a database of orthologs for ten bee species with available genomes that differ in social
behavior and to identify gene families, evaluating whether there was expansion or retraction
in the studied species. For this purpose, the protein sequences of the species were aligned
using DIAMOND and the Reciprocal Best Hit (RBH) approach was used to identify the best
ortholog candidates, totaling 45 pairwise combinations between the 10 species. In parallel, the
OrthoFinder tool was used to identify orthologs and paralogs between species. The RBH
approach identified 4.979 1:1 orthologs and the OrthoFinder 5.755, with 4.347 genes
identified as 1:1 orthologs by both approachesThe evaluation of gene families using the
CAFE tool identified 200 unique expansions for at least one of the eusocial bee species, 83 in
the simple social bees and only 6 in the solitary bees. In addition to identifying orthologs
among the ten bee species, this work contributed to the creation of an automated analysis flow

that can be modified to analyze genomic data from other species.

Keywords: Bioinformatics. Sequence homology. Gene families. Molecular evolution. Bee.
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1 INTRODUCAO

1.1 As abelhas

As abelhas sdo insetos da ordem Hymenoptera que se destacam por caracteristicas
curiosas/interessantes da sua biologia, entre estas caracteristicas estdo a determinagao do sexo
e de castas. Nas abelhas, assim como na maioria dos himeopteros, o sexo ¢ determinado pelo
sistema haplodiploide, em que os machos se desenvolvem de ovos haploides e as fémeas de
ovos diploides. Em algumas espécies de abelhas existe a divisdo dos individuos em castas,
nestas as larvas fémeas guardam o potencial de se desenvolverem em operarias e rainhas.
Neste caso, o gatilho de uma ou outra via de desenvolvimento ¢ a qualidade e/ou quantidade
de alimento ofertado a larva em desenvolvimento. Nas abelhas meliferas, por exemplo, as
larvas alimentadas com geleia real se desenvolvem em rainhas enquanto aquelas que recebem
polen e néctar se desenvolvem em operarias. Portanto, a alimentagdo diferencial culmina na
diferenciagdo morfologica entre operarias e rainhas e assim define as fungdes que cada casta
desempenha dentro da coldnia.

O tipo de organizagdo social das abelhas também ¢ uma caracteristica interessante. As
abelhas corbiculadas, que possuem uma estrutura para carregar polen em suas pernas,
compreendem quatro tribos monofiléticas: as eussociais, Apini (abelhas meliferas) e
Meliponini (abelhas sem ferrdo), as sociais simples, Bombini (abelhas mamangavas) e as
Euglossini (abelhas das orquideas), que sdo em sua maioria solitarias (MICHENER, 1974).
As abelhas solitarias levam a vida sem receber ajuda de outras abelhas, assim, cada uma
constroi seu proprio ninho e coleta alimentos individualmente, além disso ndao ha
sobreposi¢do de geragdes nessas espécies (MICHENER, 2007). As abelhas de sociedade
simples (facultativa ou obrigatoria) formam pequenas coldnias com uma rainha reprodutiva e
uma ou mais operdrias que sob influéncia de sinais sociais e nutricionais, renunciam a
reproducdo e cuidam cooperativamente de suas irmas em uma eventual sobreposi¢do de
geracdes (MICHENER, 1974). J4 a eussocialidade ¢ caracterizada pela divisdo do trabalho
reprodutivo, cuidado cooperativo da prole e sobreposi¢do de geragdes. A eussocialidade ¢
considerada uma das principais inovagdes que permitiu nao apenas abelhas, mas também que
formigas e cupins se tornassem os organismos dominantes nos ecossistemas terrestres

(WILSON; HOLLDOBLER, 2005).
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Na biologia, as inovagdes fenotipicas podem surgir a partir de alteragdes nas redes de
regulagao e de eventos de expansdo ou retracao de familias génicas. Identificar as alteragdes

gendmicas e vincula-las as inovagdes fenotipicas tem sido um desafio.

1.2 Gen6émica comparativa

A gendmica comparativa em larga escala pode fornecer novos insights sobre a
transi¢do de gendtipo para fendtipo e gerar hipdteses testdveis sobre a evolucdo da
diversidade animal (THOMAS et al., 2020). Os artropodes constituem o filo mais rico em
espécies e diversidade da Terra e habitam os principais ecossistemas (THOMAS et al., 2020).
Isso gracas a uma série de mudancas gendmicas e inovagdes selecionadas ao longo de sua
historia evolutiva (THOMAS et al., 2020). Entre as mudangas gendmicas estdo o surgimento
de novos genes por duplicagdo ou, menos frequentemente, a perda de genes por evolucao
genética de novo (SANTOS et al., 2017).

Na ultima década, a gendmica comparativa tem sido usada como uma ferramenta
poderosa para elucidar a base genética das inovacdes fenotipicas e da adaptacdo em uma
ampla gama de organismos (GOODMAN et al., 2009; GOU et al., 2014; WU et al., 2014;
ZHANG et al., 2014; XU et al., 2016; EXPOSITO-ALONSO et al., 2018; GAITHER et al.,
2018; CHEN et al., 2019; WANG et al., 2019). Esses estudos identificaram frequentemente
mudangas no repertorio genético (por exemplo, expansdo de certas familias de genes) ou
assinaturas genomicas da evolucdo molecular em ortdlogos, comparando os genomas de
espécies com e sem um fendtipo de interesse (GOODMAN et al., 2009; GOU et al., 2014;
WU et al., 2014; XU et al., 2016; GAITHER et al., 2018; WANG et al., 2019).

Como ¢ o caso de uma série de estudos gendmicos e transcriptdmicos comparativos
em insetos eussociais que comec¢aram a identificar estas supostas assinaturas gendmicas da
evolucdo de sociedades complexas (SIMOLA et al., 2013, KAPHEIM et al., 2015), que
incluem a expansdo de certas familias de genes associadas a fungdes como comunicagao
quimica (MCKENZIE; OXLEY; KRONAUER, 2014; MCKENZIE et al., 2016; HARRISON
et al., 2018). O que faz sentido, ja que a evolucdo da eussocialidade exige que os insetos
sejam capazes de reconhecer outros individuos de sua colonia como companheiros de ninho,
da mesma ou de casta diferente, ou individuos invasores (predadores, escravistas e

hospedeiros) para uma coordenacdo efetiva (THOMAS et al., 2020).
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1.3 Familias génicas

As familias génicas sdo conjuntos de genes que, frequentemente, apresentam funcgdes
genéticas semelhantes (RANSON et al., 2002), esta que pode se expandir por meio de mais
duplicagdes genéticas ou se contrair por meio de delegdes, dessa forma, o tamanho da familia
de genes pode ser dindmico ao longo do tempo (DEMUTH et al., 2006) para uma mesma
espécie e pode apresentar variacdes entre espécies. Assim, € possivel que familias génicas que
compartilham sequéncia e homologia funcional, apresentem diferengas no nimero de genes
(BAILEY; EICHLER, 2006; GRUS et al., 2005). Essas variagcdes podem estar por tras de
muitas diferengas morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais importantes entre espécies
(DEMUTH e HAHN, 2009), fornecendo assim insights sobre mudanga funcional relativa as
bases moleculares de fenotipos complexos (CASTILLO-MORALES, 2014, 2016; NIIMURA;
NEI, 2005).

Em sua pesquisa, Thomas e colaboradores (2020) encontraram 41 termos funcionais
enriquecidos para mudangas na familia génicas com multiplos ganhos relacionados a
percepcao olfativa e ligagdo odorante de acordo com estudos de quimiorreceptores anteriores
de espécies de abelhas, formigas e cupins. Além disso, Tong e colaboradores (2020), em seu
estudo com insetos € outros organismos sociais também identificaram expansdes de familias
de genes associadas ao metabolismo e as fung¢des de comunicacdo quimica, enfatizando a
importancia dos genes associados ao metabolismo e a reproducdo como importantes na
resposta aos desafios sociais, sugerindo que mudangas nos genes com fungdes metabolicas
podem frequentemente estar envolvidas em alteragdes sociais dos animais.

Uma grande preocupagdo ao estudar mudangas no tamanho da familia de genes ¢ a
qualidade da montagem do genoma e da anotagdo do mesmo, pois uma baixa cobertura de
sequenciamento na montagem pode levar tanto a adi¢ao quanto a subtracdo erroneas de genes.
Genes podem estar ausentes porque ha cobertura incompleta de todo o genoma (HUBISZ et
al., 2011), mas também coOpias extras de genes podem ser inseridas na montagem se a
diversidade alélica for montada incorretamente como loci duplicados (HOLT et al., 2002;
COLBOURNE et al., 2011) ou se um tunico gene multi exon for dividido entre multiplos
contigs, ocasionando em multiplos modelos de genes que podem ser previstos a partir de um

unico gene (COLBOURNE et al., 2011).
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1.4 Genes homologos, paralogos e ortélogos

Os genes homologos sdo aqueles que compartilham a evolugdo com um ancestral em
comum, revelado por similaridade das sequéncias entre os genes. Estes podem ser separados
em duas categorias (Figura 1): ortdlogos e paralogos (BROWN, 2017). Os ortélogos sdo
aqueles presentes em diferentes organismos, cujo ancestral comum antecede a divisdo entre as
espécies, esses genes apresentam funcgdes iguais ou muito semelhantes, por exemplo os genes
da mioglobina de chimpanzés e humanos (BROWN, 2017). Os pardlogos por sua vez estdo
presentes no mesmo organismo comumente como membro da mesma familia génica em
decorréncia de duplicagdes, sendo seu ancestral comum anterior ou ndo a espécie em que os
genes sdo agora encontrados, um exemplo seriam os genes da mioglobina e da -globina dos
humanos, os quais originaram-se da duplicagdo de um gene ancestral hé cerca de 550 milhdes

de anos (BROWN, 2017).

if e Ll Gene Ancestral

/ \ Duplicacdo Génica

Espécie 1[5 — - = =
Eopécie 2 I e e Paralogos
Ortologos

Figura 1: Origem dos ortélogos e paralogos.

Ilustracdo mostrando a diferenca entre os ortdlogos e paralogos, sendo o primeiro a presenca do gene em
diferentes espécies, podendo haver suas referidas alteragdes, mas mantendo a similaridade entre si ¢ com o
ancestral, ja o segundo é dado pela duplicagdo dos genes ancestrais em uma mesma espécie. Fonte: BROWN,
2017 (adaptado)

Ha uma hipotese de que a duplicacdo de genes, os genes paralogos, impulsiona a
evolucdo de novas fungdes (OHNO, 1970). Isso porque, apos a duplicagdo uma copia do gene
pode se tornar ndo funcional, pseudogeneizado, ou pode adquirir uma nova fungdo,
neofuncionalizacdo, mas também ¢ possivel que as duas copias dividam a funcdo original,
subfuncionalizagdo (OHNO, 1970). Tickle e Urrutia (2017) reconheceram a duplicag¢do

génica como uma fonte significativa de inovagao funcional em genoma, eles consideram que
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a duplicagdo de genes relacionados ao desenvolvimento desempenhou um papel significativo
na evolucao de varias caracteristicas dos vertebrados.

Um par de genes homodlogos geralmente ndao possui sequéncias de nucleotideos
idénticas, ja que os dois genes sofrem alteragdes aleatérias diferentes por mutagdo, mas
possuem sequéncias semelhantes porque essas alteragdes aleatdrias operaram na mesma
sequéncia inicial, o gene ancestral comum (BROWN, 2017). Dessa forma se um gene
recentemente sequenciado for semelhante a um gene previamente sequenciado, entdo uma
relacdo evolutiva pode ser inferida (BROWN, 2017), permitindo a inferéncia da possivel
funcdo do novo gene com base na funcdo previamente relatada de seus ortdlogos (YATES,
2021).

Uma analise de homologia pode ser conduzida utilizando a sequéncia de DNA (quatro
nucleotideos) ou, se for uma regido codificadora, a sequéncia em aminoacidos (20
aminoacidos). Sao duas as vantagens de se utilizar a sequéncia de aminoécidos. A primeira, ¢
decorrente do codigo genético ser degenerado. A partir dos quatro nucleotideos, A, T, C e G,
sao formadas 64 trincas (codons) que codificam apenas 20 aminodcidos. Com esta
redundancia do codigo genético, algumas mutacdes nas trincas ndo implicam em troca de
aminoacido na sequéncia final, mantendo a semelhanga entre as sequéncias apesar da
mutagdo. A segunda vantagem do uso das sequéncias de aminoacidos estd no fato do conjunto
de aminoacidos (20) ser maior que o conjunto de nucleotideos (quatro). O maior numero de
aminoacidos possiveis diminui as chances de falsos positivos na identificagao de sequéncias

homologas, conforme exemplificado na Figura 2.

G A G M L R L A 5 F E
Sequéncia 1 GETGCACCCGGTATGTGACTGCGATTAGCAGCGGGATCATTTCAGCATG
* k¥ KAEEETE HEAA AEAEE Fhk FErhk AEEET Ahkdkhkhk HEFX KEF HEAEAkEA A
Sequéncia 2 GATACACCCCGTATTTGACAGCAATTTGCAGGGGGATGATTGCACCATGGAGE
b T R I E E F G W L H G A

A
C

@ % oo

Figura 2: Diferencas nas analises das sequéncias de DNA e aminoacidos

Nesta figura vemos a comparagdo entre duas sequéncias. Quando a comparagao ¢ feita em nivel de nucleotideos,
as sequéncias se mostram 76% idénticas, as similaridades estdo representadas pelos asteriscos. Contudo, quando
a comparacdo ¢ feita em nivel de aminoacidos, a identidade reduz para 28%, os aminoacidos idénticos estdo em
amarelo, enquanto os diferentes estdo em marrom. A comparagdo de sequéncias através dos aminoacidos evita
equivocos ¢ modifica assim a conclusdo quanto a homologia das sequéncias. Fonte: BROWN, 2017 (adaptado)

A identificagdo de homologos ¢ um processo importante na analise de padrdes

genéticos subjacentes as caracteristicas e as relagdes evolutivas entre as espécies. A andlise de



17
familias de genes ¢ frequentemente usada para formar e apoiar hipdteses sobre padroes
genéticos, como presenca, auséncia ou divergéncia funcional de genes, que fundamentam
caracteristicas examinadas em estudos funcionais. Estas analises muitas vezes requerem a

identificacdo precisa de todos os membros de uma familia genética alvo sem a inclusdo de

membros em outras familias de genes (FAVRE et al., 2014; STEINEGGER et al., 2019).

1.5 Alinhamento de sequéncias

Uma pesquisa em homologia se inicia com o alinhamento entre a sequéncia de entrada
(query) e a sequéncia de database (subject), cada uma possuindo um identificador (ID), de
forma que para cada alinhamento, uma pontuacao (score) ¢ calculada, sendo a partir dessa
pontuacdo que se pode avaliar a possibilidade ou ndo de homologia (BROWN, 2017). Os
programas contam o nimero de posi¢des nas quais 0 mesmo aminodcido esta presente em
ambas as sequéncias, este nuimero, quando convertido em percentagem, dd o grau de
identidade entre duas sequéncias (BROWN, 2017).

Para atingir a pontuacdo mais alta possivel, o algoritmo introduz lacunas (gaps) em
varias posi¢des em uma ou ambas as sequéncias, algo que ocorre durante a evolugdo dos
genes, quando blocos de nucleotideos que codificam aminoacidos individuais ou adjacentes
podem ser inseridos ou deletados de um gene (BROWN, 2017). Além desses parametros
apresentados, também temos o chamado valor esperado (e-value), o qual ¢ definido como a
probabilidade de um alinhamento com o score tdo bom quanto o encontrado seja observado
entre duas sequéncias aleatdrias ou ndo relacionadas em uma busca numa database de mesmo
tamanho, vale ressaltar que quanto menor o valor do e-value mais significativo ¢ o
alinhamento entre as sequéncias (BAXEVANIS; OUELLETTE, 2004).

Existem varios softwares para este tipo de analise, sendo o mais popular o Basic Local
Alignment Search Tool, BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), a analise pode ser realizada
simplesmente acessando o site de um dos bancos de dados de DNA e inserindo a sequéncia na
ferramenta de busca online (BROWN, 2017).

Os ortologos sdo genes altamente conservados nas sequéncias dos genomas, de forma
que ¢ esperado que as proteinas codificadas tenham a mesma estrutura e fungdo, além de
derivarem do mesmo ancestral (BAXEVANIS; OUELLETTE, 2004). Para identificar os

ortdlogos, cada proteina do proteoma de um organismo ¢ usada como guery na busca de um
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similar comparando com uma database do proteoma de outro organismo, o melhor resultado ¢é
0 mais propenso a ser ortologo da query (BAXEVANIS; OUELLETTE, 2004).

Para isso, exige-se que, para cada par de ortdlogos, o primeiro também seja o melhor
resultado quando o segundo for usado como guery no proteoma do primeiro (BAXEVANIS;
OUELLETTE, 2004). Juntamente com isso, baixos valores de e-value (<10?°) e um
alinhamento que inclui 60-80% da sequéncia query, sdo requisitos para evitar erros de

pareamento com pardlogos, assim caso os pardmetros sejam mais relaxados pode haver

resultados falso-positivos (BAXEVANIS; OUELLETTE, 2004).

1.6 Ferramentas da bioinformatica

As ferramentas da bioinformatica podem ser softwares, algoritmos ou plataformas
desenvolvidas para analisar e interpretar diferentes tipos de dados biologicos. Algumas delas
sao DIAMOND, OrthoFinder, DAVID e CAFE.

O DIAMOND (BUCHFINK; REUTER; DROST, 2021) ¢ um alinhador de proteinas
rapido e sensivel, desenvolvido para realizar alinhamentos ultra rapidos, sendo utilizado na
metagendmica, a versao v2.0.7 tem uma sensibilidade de alinhamento que corresponde ao
BLAST.

Ja o OrthoFinder (EMMS; KELLY, 2019) infere ortogrupos, ortdlogos, conjuntos
completos de arvores genéticas para todos os ortogrupos, arvores de espécies enraizadas e
todos os eventos de duplicagdo genética tendo como entrada as sequéncias genéticas.

O DAVID, Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
(https://davidbioinformatics.nih.gov/, HUANG; SHERMAN; LEMPICKI, 2018), consiste em

ferramentas analiticas voltadas para extrair o significado bioldgico de grandes listas de
genes/proteinas.

O CAFE, Computational Analysis of gene Family Evolution (DE BIE et al., 2006),
pode ser utilizado para fazer inferéncias sobre a dire¢do e a grandeza das mudancas no
tamanho da familia de genes, bem como se grandes mudangas no tamanho sdo realmente
significativas evolutivamente, ou seja, ¢ uma ferramenta para analisar mudangas no tamanho
da familia de genes em um contexto filogenético (DE BIE et al., 2006). As principais entradas
do CAFE (HAN, M. V. et al., 2013) sao uma descri¢ao de Newick de uma arvore filogenética

enraizada e bifurcada (incluindo comprimentos de ramificacdo em unidades de tempo) e um


https://davidbioinformatics.nih.gov/
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arquivo de dados contendo os tamanhos de familias de genes para os tdxons existentes (DE

BIE et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar ortdlogos para dez espécies de abelhas que diferem quanto ao

comportamento social e criar uma base de dados.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar ortologos entre 10 espécies de abelhas com genomas disponiveis, sendo
elas: Apis mellifera, Bombus impatiens, Bombus terrestris, Dufourea novaeangliae,
Eufriesea mexicana, Frieseomelitta varia, Habropoda laboriosa, Megalopta genalis,
Melipona quadrifasciata, Megachile rotundata,

e Quantificar os genes conservados e exclusivos de cada espécie com base na anélise de
ortdlogos;

e Identificar familias génicas e avaliar se houve expansdo ou contra¢do nas espécies

estudadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Recuperaciao dos dados

Os arquivos no formato FASTA contendo a sequéncia de aminoacidos das proteinas
das espécies de interesse foram recuperados da base de dados gendmicos do National Center
for Biotechnology Information, NCBI (SAYERS et al., 2022), baixados e salvos no servidor
para posterior utilizacdo nas andlises. Nesta mesma base de dados, obtivemos informacdes

sobre os genomas de cada espécie (Tabela 1).

Tabela 1: Informacées gerais das espécies

o

n
Espécie  Abreviacio Comportamento Banco Identificador genes n° genes n°
de dados totais codificadores proteinas
NCBI
Apis mellifera Amel eussocial RefSeq GCF_003254395.2 12.398 9.935 23.471
Bombus NCBI
impatiens Bimp social simples RefSeq GCF _000188095.3 13.161 10.632 24.471
Bombus NCBI
terrestris Bter social simples RefSeq GCF 910591885.1 13.398 10.310 25.755
Dufourea NCBI
novaeangliae Dnov solitario RefSeq GCF 001272555.1 10.043 9.844 12.157
Eufriesea NCBI
mexicana Emex social simples RefSeq GCF_001483705.2 11.090 10.278 15.659
Frieseomelitta NCBI
varia Fvar eussocial RefSeq GCF 011392965.1 12.429 10.618 23.628
Habropoda NCBI
laboriosa Hlab solitario RefSeq GCF _001263275.1 10.352 10.069 12.256
Megalopta NCBI
genalis Mgen social simples RefSeq GCF_011865705.1 12.793 10.425 22.381
Melipona NCBI
quadrifasciata Mqua eussocial GenBank GCA_001276565.1 14.711 14.257 14.257
Megachile NCBI
rotundata Mrot solitario RefSeq GCF _000220905.1 11.705 10.788 26.024

Tabela contendo as informagdes para cada espécie como abreviacdo utilizada neste trabalho, comportamento
social e as descricdes dos genomas, o banco de dados no qual o genoma foi armazenado, o identificador, o
numero total de genes naquele genoma, o niimero total de genes codificadores, bem como o niimero total de
proteinas provenientes dele.

A partir do NCBI (SAYERS et al, 2022) também conseguimos obter arquivos

chamados “gene info”, que constitui uma tabela com varias informagdes incluindo o
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identificador do gene, uma abreviagdo para identifica-lo (gene symbol) e sua descri¢dao. Outro
arquivo semelhante obtido foi o “gene2refseq”, também muito informativo, mas que
adicionalmente continha informagdo sobre o identificador da proteina, contudo sem a

descri¢do dos genes.

3.2 Identificacio de ortélogos

Foram utilizadas duas abordagens para identificacdo dos ortélogos, uma delas baseada
no uso do BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), do DIAMOND (BUCHFINK; REUTER;
DROST, 2021) e do Reciprocal Best Hits, RBH (HERNANDEZ-SALMERON et al., 2020),
enquanto a segunda abordagem utilizou a ferramenta OrthoFinder (EMMS; KELLY, 2019).

3.2.1 Melhor alinhamento reciproco

3.2.1.1 Das espécies eussociais A. mellifera, F. varia e de M. quadrifasciata

Os scripts para executar o BLAST entre as proteinas foram desenvolvidos na
linguagem Python utilizando o editor de codigo Sublime Text e salvos no formato de arquivo
.py, esses arquivos foram rodados dentro de um servidor na plataforma MobaXterm.

O primeiro script realizava uma busca no multifasta de uma das espécies, salvando
todas as proteinas em arquivos FASTA individuais, os quais foram utilizados como query para
o alinhamento contra o multifasta de outra espécie, o resultado para cada proteina foi salvo
em um .txt no formato tabular, resgatando informacdes como identificador (ID) da sequéncia
query, ID da sequéncia subject (proteina de saida), bem como comprimento da sequéncia
query, comprimento da sequéncia subject, comprimento da regido de alinhamento entre as
sequéncias, percentual de identidade, nimero de lacunas (gaps) e o valor esperado (e-value).

Ao todo, esse script foi utilizado seis vezes, de forma que todas as proteinas de 4.
mellifera ndo fossem apenas alinhadas com o multifasta de F. varia, mas também com o de
Melipona quadrifasciata. Além disso, todas as proteinas de M. quadrifasciata foram
alinhadas com o multifasta de F. varia e de A. mellifera, seguindo a mesma logica, todas as

proteinas de F. varia foram alinhadas com os multifastas de 4. mellifera e M. quadrifasciata.
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Uma vez que todas as proteinas de todas as espécies foram alinhadas com os
multifastas das outras espécies, seguiu-se para a proxima etapa. Nesse novo script avaliamos
a reciprocidade dos alinhamentos, isto €, recuperamos os pares de proteina X-Y, em que o
melhor resultado da proteina X de uma espécie, foi a proteina Y da outra, e o melhor
resultado para a proteina Y teve como melhor resultado a proteina X. Assim, como arquivo
de saida o .txt possuia os cddigos das proteinas X e Y, mas também o status do alinhamento,
se o alinhamento foi reciproco ou nao entre as espécies.

Uma vez com a tabela dos sfatus montada, resgatamos os dados dos arquivos iniciais
para os alinhamentos reciprocos, montando um novo arquivo .txt para cada dupla de espécie
contendo os ID das proteinas, os tamanhos das sequéncias, o tamanho do alinhamento,
percentual de identidade, nimero de lacunas e o valor esperado.

Com isso, foi possivel seguir para a etapa de filtragem dos resultados. Para isso,
utilizamos como pardmetro um percentual de identidade maior que 80% (SANTOS et al.,
2024), as proteinas que atenderam a esta condicao foram submetidas a outro filtro, que seria o
percentual de cobertura do alinhamento, ou seja, o quanto o comprimento do alinhamento
corresponde ao comprimento da proteina. Para isso, esse percentual teria que ser pelo menos
maior que 60% para uma das proteinas, ocorrendo isso era necessario também que fosse
maior que 90% para a outra proteina, seguindo os critérios estabelecidos por SANTOS et al.
(2024). Por fim, as proteinas restantes foram filtradas mais uma vez, agora com relagdo ao
nimero de gaps do alinhamento, sendo necessario que fosse menor que 1% do tamanho das
proteinas tanto guery quanto subject, também baseado nos critérios propostos por SANTOS et
al. (2024).

Com as proteinas filtradas, foi possivel criar duas tabelas para expor os resultados
finais, informado através do ID das proteinas. Em uma primeira tabela, foi exposto os
resultados de reciprocidade do trio, assim a proteina de 4. mellifera alinhou reciprocamente
com a de F. varia e de M. quadrifasciata, que também alinharam reciprocamente entre si. Ja
na segunda tabela, quando a reciprocidade do trio ndo foi encontrada, mas havia reciprocidade
entre duas das trés espécies, esse resultado foi registrado.

Essa era uma abordagem piloto e como esse resultado foi muito mais restrito do que o
esperado, excluindo inclusive proteinas sabidamente conhecidas como conservadas, outras
abordagens para as analises de reciprocidade foram feitas utilizando o DIAMOND

(BUCHFINK; REUTER; DROST, 2021).
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3.2.1.2 Das dez espécies de abelhas

Para encontrar os ortdlogos entre as dez espécies de abelhas, utilizamos a abordagem
RBH proposta por HERNANDEZ-SALMERON e colaboradores (2020) em que os
alinhamentos foram realizados pela ferramenta DIAMOND (BUCHFINK; REUTER;
DROST, 2021) e a identificagdo dos melhores candidatos a ortélogos foi feita com o script
getRBH.pl disponibilizado pelos autores. Essa abordagem foi aplicada para cada combinagao
de duas espécies das dez espécies analisadas, totalizando 45 combinag¢des. Como dado de
entrada foram utilizados arquivos FASTA contendo a proteina mais longa para cada gene,
entdo mesmo as analises sendo realizadas em nivel de proteinas, nos referimos muitas vezes
ao gene, ja que um esta relacionado com o outro.

Para cada par de espécies, as sequéncias de proteinas de uma espécie foram alinhadas
contra todas as proteinas da segunda espécie e o resultado das relagdes entre os ortdlogos foi
organizado em uma tabela. Foram considerados os alinhamentos com cobertura de pelo
menos 40% das sequéncias query e subject. Para reunir os resultados de todas as combinacdes
par-a-par de espécies, desenvolvemos um script em Python que recuperou os identificadores
dos genes dos arquivos de anotacdo do NCBI (SAYERS et al., 2022) e gerou duas tabelas.
Ambas as tabelas foram organizadas com os genes nas linhas e as espécies nas colunas. A
primeira tabela reuniu apenas os genes presentes em todas as dez espécies, ou seja, uma tabela
com genes 1:1. A segunda tabela reuniu todos os genes de todas as espécies e nas colunas
trazia a informacao se o gene foi encontrado (informagdo do identificador do gene) ou se esta
ausente em determinada espécie (a depender da coluna). A fim de facilitar a leitura, o termo
“RBH” foi utilizado nas proximas se¢des do trabalho para se referir aos resultados obtidos

nesta abordagem.

3.2.2 OrthoFinder

A ferramenta OrthoFinder (EMMS; KELLY, 2019) foi utilizada nesta etapa através do
servidor com a linha de comando padrdo, sendo que esta analise também foi feita para as dez
espécies com o arquivo FASTA contendo apenas uma proteina por gene. Essa ferramenta se
difere da abordagem de RBH (HERNANDEZ-SALMERON; MORENO-HAGELSIEB,

2020) porque se baseia na pontuagdo do score do alinhamento par-a-par realizado com o
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DIAMOND e aplica uma corre¢do que elimina o viés provocado pelo comprimento das
sequéncias analisadas. Além de identificar os ortdlogos, o OrthoFinder faz uma divisao destes
em grupos, os chamados ortogrupos. Os arquivos de resultados gerados foram salvos nos seus

devidos formatos e pastas para utilizacdo em outras etapas.

3.2.3 Combinacio dos resultados RBH e OrthoFinder

A partir do arquivo “Orthogroups SingleCopyOrthologues.txt”, gerado pelo
OrthoFinder (EMMS; KELLY, 2019), foi possivel resgatar quais ortogrupos apresentam genes
presentes em todas as espécies, sendo que cada espécie contribui para o ortogrupo com apenas
um gene (ortdlogos 1:1). Uma vez selecionando esses ortogrupos, buscou-se em
“Orthogroups.tsv” quais eram tais genes. Utilizando um script em Python, comparamos os
resultados dos genes presentes em todas as espécies gerados pela abordagem RBH
(HERNANDEZ-SALMERON; MORENO-HAGELSIEB, 2020) ¢ pelo OrthoFinder (EMMS;
KELLY, 2019). As relacdes identificadas por ambas as abordagens foram organizadas em uma
tabela  final e, posteriormente, analisadas na ferramenta online DAVID

(https://davidbioinformatics.nih.gov/, HUANG; SHERMAN; LEMPICKI, 2018), que teve

como resultado anotagdo funcional dos genes, analise da ontologia, das vias bioldgicas e dos

dominios proteicos.

3.3 Analise das familias génicas

O CAFE (DE BIE et al.,, 2006) foi utilizado como ferramenta para analisar as
mudangas no tamanho das familias génicas, para isso foi necessario preparar os arquivos de
entrada, sendo estes uma arvore ultramétrica das espécies e um arquivo de contagem dos
genes de cada espécies para as familias génicas. A preparagao destes dados seguiu um tutorial
disponibilizado pelos desenvolvedores da ferramenta CAFE (HAHNLAB, 2018).

Para a construgdo da arvore filogenética, foram utilizados os arquivos contendo as
sequéncias dos ortdlogos 1:1 das dez espécies determinados pelo OrthoFinder (EMMS;
KELLY, 2019), pois sdo genes conservados e presentes em todas as espécies. Cada um dos
arquivos foram alinhados (KATOH; STANDLEY, 2013) e também foi realizado um trimming
(CAPELLA-GUTIERREZ; SILLA-MARTINEZ; GABALDON, 2009) em seguida para


https://davidbioinformatics.nih.gov/
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remover regides mal alinhadas ou indesejadas que podem afetar a qualidade das analises
subsequentes. Para construir a arvore pelo método de supermatriz foi necessario concatenar
todas as sequéncias para cada espécie e juntar todas as espécies em um Unico arquivo.

Esse arquivo foi entdo utilizado para construgdo da arvore através do IQ-TREE
(NGUYEN et al., 2014) dentro do servidor por linha de comando padrdo. Mas essa arvore
ndo estava no formato ultramétrico necessario para o CAFE (DE BIE et al., 2006), entao
algumas alteragcdes foram feitas utilizando o script em linguagem Python fornecido pela
equipe pesquisadora no tutorial disponibilizado, bem como a ferramenta r8s (SANDERSON,
2003).

Para a constru¢do do arquivo de contagem das familias génicas, foram utilizados
inicialmente os multifastas das dez espécies analisadas, as quais foram submetidas a outro
script em linguagem Python para a determinagdo da isoforma mais longa de cada proteina,
sendo criado um novo arquivo FASTA para cada espécie. Um arquivo Unico com todas as
proteinas dos novos arquivos FASTA foi criado e utilizado para a criagdo de um banco de
dados. O qual foi utilizado para a realizagdo de um BLASTp “tudo contra todos”, ou seja,
todas as proteinas de todas as espécies.

O resultado desse BLASTp foi convertido para o formato .abc e tratado pela
ferramenta Markov Cluster Algorithm, MCL (VAN DONGEN, 2008), para o agrupamento e
rearranjo tabular dos dados, obtendo assim uma tabela que contém em cada linha uma familia
génica e as proteinas pertencentes a ela separadas por tabulacdo. Esse arquivo foi tratado por
mais um script Python fornecido, de forma que o arquivo de saida foi uma tabela que
continha em cada linha a identificacdo da familia génica e nas colunas a contagem de quantos
genes cada espécie tem dentro daquela familia. Essa tabela foi filtrada pelo uso de script
Python, excluindo-se as familias que uma ou mais espécie apresentavam mais de 100 genes,
isso porque familias génicas que apresentam uma grande variacdo no numero de copias
podem fazer com que as estimativas dos parametros sejam nao informativas, acrescentando
ruidos que interferem na estimativa dos parametros de ganho e perda no modelo
probabilistico do CAFE (DE BIE et al., 2006), assim essa filtragem ¢ um modo de resolver
esta questao.

Com os dois arquivos de entrada obtidos, o CAFE (DE BIE et al., 2006) foi utilizado
através da linha de comando padrao. Gerando ao todo nove arquivos como resultado, entre

eles um que continha as contagens de expansdo e retragdo das familias para cada clado da
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arvore e outro em formato tabular, no qual para cada familia havia a contagem dos genes em
cada clado da éarvore, possibilitando a comparacdo e identificacio das familias que

expandiram ou contrairam para cada espécie.
3.4 Fluxograma das analises
As etapas das andlises realizadas foram organizadas em um fluxograma (Figura 3)

para proporcionar uma melhor visualizagdo do processo, facilitando o entendimento das

diferentes fases.
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Figura 3: Fluxograma das analises realizadas

Imagem ilustrando as etapas das analises realizadas. Em azul, estdo representadas as etapas de identificagdo dos
ortdlogos, enquanto em laranja encontram-se as ctapas relacionadas a analise das familias génicas. Na
identificagdo dos ortologos, o item 1 descreve os passos do alinhamento reciproco realizado para as dez espécies
analisadas, o item 2 refere-se a etapa conduzida com o OrthoFinder, esses resultados foram combinados e
utilizados na anotac@o funcional dos genes, conforme descrito no item 3. A analise das familias gé€nicas também
pode ser dividida em trés partes: no item 4, tém-se a obtencao do arquivo com a contagem de genes por familia;
no item 5, a arvore ultramétrica das espécies ¢ construida; sendo ambos utilizado como entrada do CAFE para
realizagdo da etapa 6, sendo esta a andlise e geracdo os resultados de expansao e retragdo das familias génicas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacio de ortologos
4.1.1 Das espécies eussociais

Com os scripts desenvolvidos e a utilizacdo destes, foi possivel comparar as
sequéncias de proteinas entre as espécies A. mellifera x F. varia, A. mellifera x M.
quadrifasciata, F. varia x M. quadrifasciata. Identificamos 392 ortdlogos entre as trés
espécies e 2.101 reciprocidades entre duas espécies, sendo 1.776 entre F. varia ¢ M.
quadrifasciata, 309 entre F. varia e A. mellifera, e por fim 15 entre as espécies M.
quadrifasciata e A. mellifera. A diferenca de proteinas reciprocas encontrada entre as
comparagdes dos dois pares com A. mellifera e o par de F. varia e M. quadrifasciata se deve
ao grau de parentesco destas duas ultimas espécies, que apresentam um ancestral comum mais
proximo entre si do que entre 4. mellifera. Como mencionado, esse resultado foi muito mais
restrito do que o esperado, e por isso testamos o0 DIAMOND e utilizamos o script em PERL
de HERNANDEZ-SALMERON e colaboradores (2020) para analisar as sequéncias das dez

espécies de abelhas.
4.1.2 Das dez espécies

Para determinar os melhores alinhamentos reciprocos, utilizamos a ferramenta
DIAMOND e recuperamos os pares de proteinas reciprocas entre as 45 combinagdes de pares
de espécies. Com esta abordagem, encontramos 4.979 ortologos 1:1 nas 10 espécies de
abelhas. As quantidades de genes reciprocos por pares de espécies estdo representadas na
Tabela 2, enquanto a Tabela 3 traz a informagao sobre a quantificacdo de genes exclusivos de

cada espécie.

Tabela 2: Relacao de reciprocidade entre espécies

Espécie 1 Espécie 2 Numero de genes reciprocos
Amel Bimp 12.163
Amel Bter 12.397

Amel Dnov 9.126
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Mgen Mqua 7.038
Mgen Mrot 9.979
Mqua Mrot 7.301

Tabela contendo as quantidades de genes reciprocos para cada par de espécie de acordo com a abordagem RBH.

Tabela 3: Dados provenientes da analise RBH
Espécie n°genes n°’genes  n°ortélogos % genes % ortologos

totais exclusivos 1:1 exclusivos 1:1
Amel 9915 19 4.979 0,19 50,22
Bimp 10632 8 4.979 0,08 46,83
Bter 10310 14 4.979 0,14 48,29
Dnov 9844 0 4.979 0 50,58
Emex 10297 4 4.979 0,04 48,35
Fvar 10618 5 4.979 0,05 46,89
Hlab 10069 7 4.979 0,07 49,45
Mgen 10425 19 4.979 0,18 47,76
Mqua 14257 14 4.979 0,10 34,92
Mrot 10788 17 4.979 0,16 46,15

Tabela com os resultados do RBH contendo para cada espécie, o nimero de genes analisados, quantos genes sao
exclusivos, ou seja, espécie-especifico, além do niimero de ortélogos 1:1. A tabela descreve também a
porcentagem dos genes exclusivos e dos ortdlogos 1:1 em relagdo ao numero total de genes da espécie.

4.1.3 OrthoFinder

O OrthoFinder analisou a proteina mais longa codificada por todos os genes de todas
as dez espécies, totalizando 107.155 genes analisados. Destes, 101.789 foram agrupados em
10.433 ortogrupos (conjunto de genes considerados ortdlogos), enquanto 5.366 genes nao
foram agrupados. Além disso, 6.956 ortogrupos sdo compostos por genes de todas as dez
espécies, dos quais 5.755 ortogrupos sdo formados por ortdlogos 1:1, tivemos também 214
ortogrupos espécie-especifico com 1.196 genes. Essas informagdes e outras complementares

se encontram detalhadas por espécies na Tabela 4.



31

Tabela 4: Dados provenientes da analise do OrthoFinder

n’ ortogrupos n° genes em % % genes

Espécie n° genes n°genes em n°genes nio espécie ortogrupos espécie ortélogos nao

totais  ortogrupos agrupados especifico especifico 1:1 agrupados
Amel 9.915 9.745 170 5 34 58 1,7
Bimp 10.632 10.440 192 15 49 54 1,8
Bter 10.310 10.253 57 10 65 56 0,6
Dnov 9.844 9.760 84 7 34 58 0,9
Emex 10.297 10.143 154 20 61 56 1,5
Fvar 10.618 10.277 341 6 60 54 32
Hlab 10.069 9.971 98 7 30 57 1
Mgen 10.425 10.248 177 34 119 55 1,7
Mqua 14.257 10.504 3.753 74 554 40 26,3
Mrot 10.788 10.448 340 36 190 53 32

Tabela com os resultados do OrthoFinder contendo para cada espécie, o nimero de genes analisados, quantos
destes genes foram agrupados e quantos ndo foram, além disso também relativo a cada espécie quantos
ortogrupos sdo espécie-especifico e quantos genes estdo nestes grupos, bem como a porcentagem de genes
caracterizados como ortélogos 1:1 e a porcentagem de genes ndo agrupados.

4.1.4 Combinaciao dos resultados RBH e Orthofinder

Foram encontrados 4.979 ortoélogos 1:1 com a abordagem RBH e 5.755 com o
OrthoFinder. A interseccdo dos ortdlogos identificados por cada abordagem revelou 4.347
ortdlogos 1:1 em concordancia, que correspondem a 87,3% e 75,5% dos ortélogos
identificados pelo RBH e OrthoFinder, respectivamente. Os resultados individuais das duas
abordagens, bem como a combinacdo entre elas estdo disponiveis no link

https://shorturl.at/1YzvS.

Para explorar a funcdo putativa destes genes, realizamos uma analise de
enriquecimento funcional na plataforma DAVID. Desta andlise podemos destacar alguns
pontos como a ontologia génica dos termos classificando-os em processo bioldgico,
componente celular e funcdo molecular, os resultados significativos (p<0,05) podem ser
observados nas Tabelas 5, 6 ¢ 7, assim como a relagcdo dos termos com a contagem dos genes
ligados a ele e o p-valor referente. Um resultado inesperado foi a presenca de um gene
relacionado com o veneno da Apis mellifera, o veneno serina carboxipeptidase (LOC410451)
na lista dos genes compartilhados por todas as espécies. Esse veneno ¢ expresso no ducto,
sendo secretado e apresentando capacidade de causar reagdo alérgica em humanos, de acordo

com a descri¢ao do DAVID.


https://shorturl.at/lYzvS
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Tabela 5: Processos bioldgicos

Termo Contagem Porcentagem (%) p-valor
Transporte de proteinas 75 1,7 7,20E-06
Transporte 325 7,5 2,50E-03
Processamento de mRNA 45 1 4,60E-03
Via de conjugagéo de Ubl 54 1,2 6,10E-03
Dano ao DNA 49 1,1 1,30E-02
Reparo do DNA 44 1 1,90E-02
Ciclo celular 51 1,2 2,50E-02

Tabela contendo os resultados do DAVID para o processo bioldgico, relacionando o termo enriquecido com a
contagem dos genes e¢ o percentual destes sobre o total dos 4347 genes analisados, bem como o p-valor da
analise.

Tabela 6: Componente celular

Termo Contagem Porcentagem (%) p-valor
Nucleo 519 11,9 1,10E-10
Vesicula citoplasmatica 21 0,5 9,30E-04
Proteassomo 24 0,6 1,90E-03
Reticulo endoplasmatico 75 1,7 2,90E-03
Complexo de Golgi 48 1,1 3,20E-03
Citoplasma 271 6,2 4,10E-03
Mitocondria 109 2,5 7,00E-03
Membrana interna da mitocondria 40 0,9 2,00E-02

Tabela contendo os resultados do DAVID para o componente celular, relacionando o termo enriquecido com a
contagem dos genes ¢ o percentual destes sobre o total dos 4347 genes analisados, bem como o p-valor da
analise.

Tabela 7: Funcao molecular

Termo Contagem Porcentagem (%) p-valor
Transferase 401 9,2 5,60E-05
Proteina quinase serina/treonina 46 1,1 6,80E-03
Aminoacil-tRNA sintetase 15 0,3 1,20E-02
Ativador 31 0,7 1,70E-02
Helicase 48 1,1 1,80E-02
Ligacdo ao RNA 66 1,5 2,40E-02
Aciltransferase 28 0,6 3,30E-02
Protease tiol 19 0,4 3,30E-02
Glicosiltransferase 29 0,7 4,70E-02

Tabela contendo os resultados do DAVID para a fungdo molecular, relacionando o termo enriquecido com a
contagem dos genes e¢ o percentual destes sobre o total dos 4347 genes analisados, bem como o p-valor da
analise.
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Também tivemos como resultado o enriquecimento de vias metabodlicas registrado na

Tabela 8 abaixo:

Tabela 8: Vias biologicas

Termo Contagem Porcentagem (%) p-valor
Transporte nucleocitoplasméatico 57 1,3 4,40E-03
Endocitose 72 1,7 9,90E-03
Exportacdo de proteinas 21 0,5 1,10E-02
Via de vigilancia do mRNA 43 1 1,60E-02
Apoptose - mosca 32 0,7 2,40E-02
Reparo por excisdo de nucleotideos 34 0,8 3,00E-02
Proteassomo 28 0,6 3,50E-02

Tabela contendo os resultados do DAVID para as vias biologicas, relacionando o termo enriquecido com a
contagem dos genes e o percentual destes sobre o total dos 4.347 genes analisados, bem como o p-valor da
analise.

A 1identificagdo de ortélogos contribui para a pesquisa na area em expansao que ¢ a
Genodmica da Biodiversidade (LANGSCHIED et al., 2024). As aplicagdes do conhecimento
sobre genes espécie-especificos, também chamados de genes taxonomicamente restritos, sao
diversas, sendo uma delas o desenvolvimento de marcadores para a identificagdo de espécies.
Trine e colaboradores (2023), utilizaram genes espécie-especificos em um estudo de
metagendmica, cujo objetivo era identificar e quantificar a abundancia relativa das espécies
(ZACHARIASEN et al., 2023).

A identificacdo de genes espécie-especificos também contribuem com o entendimento
das novidades fenotipicas. Por exemplo, na anémona Nematostella vectensis, genes
espécie-especificos sao responsaveis pela diferenciacdo dos poucos tipos celulares que
formam este organismo (BABONIS; MARTINDALE; RYAN, 2016). Em abelhas da espécie
A. mellifera, é sugerido que os genes espécie-especificos tenham desempenhado um
importante papel no surgimento da eussocialidade. Isto porque, foi encontrado que os
transcritos desses genes estdo duas vezes mais concentrados em operarias do que em rainhas,
lembrando que o comportamento das operdrias nas espécies eussociais representa uma
novidade (JOHNSON; TSUTSUI, 2011).

Como os genes conservados frequentemente mantém sua fungdo em diferentes

espécies, conhecer tais genes em um grupo de espécies pode contribuir com a identificacdo de



34
processos bioldgicos essenciais para a sobrevivéncia do grupo. Oz e colaboradores (2022)
testaram a hipotese de que genes essenciais conservados representam uma fonte de genes
pro-longevidade. Dos genes essenciais conservados entre Saccharomyces cerevisiae, Homo
sapiens € Caenorhabditis elegans, 21% aumentaram a longevidade replicativa de S. cerevisiae

quando superexpressos (OZ et al., 2022).

4.2 Expansio e retracio das familias génicas

Os resultados estatisticos do CAFE mostraram que o valor da maxima
verossimilhanca (-InL) foi 81203,2. O valor de Lambda, que representa a probabilidade de
ganho e perda de genes por gene por unidade de tempo na filogenia, foi de
0,0012981321882984, sendo o valor maximo possivel de Lambda para esta topologia
0,0121951. Foram testados 37 valores de lambda, dos quais nenhum foi rejeitado (0% de
rejeigao).

Além disso, também como resultado tivemos o agrupamento dos genes em 9.071
familias, que foram filtradas em 8.178, excluindo aquelas que possuiam pelo menos uma
espécie com 100 genes ou mais presentes naquela familia. Destas familias filtradas, 7.564
foram analisadas pelo CAFE quanto as expansdes (Figura 4) e retracdes (Figura 5) nas

espécies analisadas.

Expansdes (contagem)

amel (175)
2- — bimp (222)
82
bter (100)
63
4- |Tree() — fvar (239)
269
mqua (1877)
6 - emex (377)
31 hlab (206)
8- ‘|i mrot (344)
13 dnov (129)
42
10 - mgen (484)
0 20 40 60 80 100

comprimento do ramo

Figura 4. Arvore filogenética das espécies com as expansdes das familias
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Imagem contendo a evolugdo das familias génicas ao longo da arvore filogenética, com o comprimento do ramo
refletindo o tempo evolutivo entre os nés ¢ os numeros em verde representando as expansdes das familias

génicas de acordo com a analise realizada pelo CAFE.

Retragdes (contagem)

amel (213)
5- — bimp (91)
138
bter (228)
12
4- |Tree () — fvar (212)
78

mqua (654)

6- emex (345)
44 hlab (390)

8 - 3 mrot (304)
39 dnov (380)

113

10 - mgen (464)
0 20 40 60 80 100

comprimento do ramo

Figura 5. Arvore filogenética das espécies com as retracdes das familias
Imagem contendo a evolugdo das familias génicas ao longo da arvore filogenética, com o comprimento do ramo
refletindo o tempo evolutivo entre os nos e os nimeros em vermelho representando as retragdes das familias

génicas de acordo com a analise realizada pelo CAFE.

Das familias génicas analisadas pelo CAFE, 821 obtiveram resultados significativos
(p-valor < 0,05) e com o uso de scripts em Python foi identificado que destas familias 200 se
expandiram unicamente no grupo das espécies eussociais, 83 sofreram expansao exclusiva
nas sociais simples e apenas 6 se encontram expandidas apenas nas espécies solitarias. Para
esta comparagdo, consideramos a expansdo em pelo menos uma das espécies que compoem
cada grupo.

Dentre as 200 familias que tiveram expansao unicamente nas espécies eussociais,
destacamos a familia que compreende os genes farnesyl pyrophosphate synthase e farnesyl
pyrophosphate synthase-like, que possuem sete componentes em Apis mellifera (genes
102654683, 551189, 551910, 726969, 727618 e 107965814, 726859) e apenas um gene nas

outras espécies de abelhas.
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O aumento da expansdo das familias génicas de espécies eussociais em relacdo as
espécies com sociedade simples e solitarias, indica uma maior complexidade do genoma
destas espécies. Esse resultado estd em concordancia com o trabalho de SHELL e
colaboradores (2021), que também encontraram expansdes em espécies eussociais de abelhas,
semelhantemente 8 TONG e colaboradores (2020), que identificaram expansdes nas familias
génicas de espécies sociais de aranha. Uma das causas de expansdo das familias ¢ a
duplicacdo dos genes, sendo a duplicacio génica uma fonte significativa de inovacao
funcional em genoma (TICKLE; URRUTIA, 2017), as 200 familias expandidas nas espécies
eussociais poderiam explicar a eussocialidade dessas espécies e sua capacidade de viver em
sociedades com divisdo de tarefas reprodutivas.

E importante mencionar que a identificacdo de eventos de expansdo e retracdo das
familias génicas pode ser influenciada pela qualidade da montagem dos genomas e da
predicdo e anotagdo dos genes codificadores de proteina. Para avaliar o impacto destas
variaveis, calculamos o valor de Epsilon (e) que estima a porcentagem de familias génicas
que podem ter sofrido erros na identificacdo de seus genes membros. Considerando todas as
espécies de abelhas, a estimativa do erro de distribuicdo das familias génicas (e) foi de
0,0256, o que significa que pouco mais de 2,5% das familias génicas podem apresentar algum
erro na quantificagdo dos genes membros. Um estudo sobre evolucao das familias génicas em
insetos hematdfagos e ndo-hematodfagos encontrou uma taxa de 7,5% (FREITAS; NERY,
2020).
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Ao analisar sequéncias gendmicas de dez espécies de abelhas que diferem quanto a
organizacdo social, este trabalho contribuiu com a identificacdo de 4.347 ortélogos 1:1 e da

presenga ou auséncia de cada gene em cada uma das dez espécies (https://shorturl.at/[YzvS).

O compartilhamento destes resultados beneficiard grupos de pesquisa que se dedicam aos
estudos das abelhas, uma vez que estudos comparativos requerem constante avaliagdo do grau
de conservacao dos genes.

Outra contribuicdo deste trabalho foi o estabelecimento de um fluxo de analise
automatizado. Aqui, apresentamos os resultados da analise do genoma de dez espécies de
abelhas, no entanto, o fluxo de andlise permite a inclusdo de dados gendmicos de outras
espécies com facilidade. A expansdo do banco de dados com sequéncias de proteinas de
outras abelhas com genoma disponivel mais recentemente, como Tetragonisca angustula
(FERRARI et al., 2024), Melipona bicolor (ARAUJO et al., 2024) e Trigonisca nataliae
(FRANCOSO et al., 2023) esta em andamento e em breve nossos resultados serdo
atualizados. Além disso, a automatizacao desse fluxo de analise foi testada com um banco de
dados formado pelas sequéncias gendmicas das dez espécies de abelhas, mosca-das-frutas,
humano e camundongo e teve um bom desempenho.

Os proximos passos incluem: (1) adequagdo dos parametros das analises de expansao
e retracdo das familias génicas considerando a taxa de erro proveniente de montagens de
genoma e predicao de genes imprecisos; (2) integragdo da base de dados de ortélogos, com a
classificagdo dos genes em familias génicas e a anotacao funcional (em andamento) dos
dominios proteicos conservados; (3) organizagao dos resultados e escrita do manuscrito para

publicagdo em revista cientifica com revisdo pelos pares.


https://shorturl.at/lYzvS
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