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Tópicos

• Classificação de Ortólogos e Parálogos
– Métodos
– Bancos de dados

• Contexto genômico



Classificação de ortólogos e parálogos

• Problema
– Identificar parálogos e separá-los dos ortólogos

• Aplicações
– Transferência de anotação (alta precisão!)
– Inferência Filogenética / filogenômica
– Predição de interações: contexto genômico



Adaptado de slide por J. M. P. Alves
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árvore dos
genes

Aα, Cα e Dα : ortólogos
Bβ, Cβ e Dβ : ortólogos
qualquer α e qualquer β : parálogos

duplicação
gênica

especiação

Tipos de 
homólogos

Árvore dos genes



Adaptado de slide por J. M. P. Alves

Exemplo real: evolução das globinas
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Parálogos e ortólogos: xcsD

Especiação Duplicação

XAC0695



• Baseados em árvores
Mais confiável se feito corretamente, porém… na maioria
das vezes, é (i) dispendioso computacionalmente e (ii) difícil
de automatizar sem erros

• Baseados em grafos (similaridade)
Geralmente rápidos, mais sujeitos a erros (por ex.: extinção
diferencial de genes)

• Híbridos
Combinam aspectos dos dois anteriores, ainda incipientes

Parálogos e ortólogos: métodos



Kuzniar et al. (2008) Trends in Genetics, 24(11): 539–551



Métodos baseados em grafos
1. Calcular similaridade de todas as proteínas de cada genoma contra 

todas as proteínas de todos os outros genomas
2. Construir um grafo (rede) relacionando todos os resultados

(similaridade)
3. Escolher os melhores resultados recíprocos (BBH: best bidirec*onal hit) 

ou filtrar com outro critério
4. Refinar e estender os grupamentos presentes no grafo (vários métodos: 

single-linkage, complete-linkage, Markov clustering, etc.)
5. A classificação se sustenta mesmo se o nível absoluto de similaridade

entre as sequências de proteínas em questão for relaOvamente baixo.

genoma

BBH BBH



1. Fazer uma comparação das sequências proteicas todas-contra-todas.
2. Detectar e colapsar in-parálogos, isto é, proteínas do mesmo genoma que 

são mais similares entre si do que a quaisquer proteínas de outras espécies. 
3. Detectar triângulos de BBHs mutuamente consistentes (genome-specific

best hits - BeTs), levando em consideração os parálogos identificados.
4. Juntar os triângulos com um lado comum para formar COGs.
5. Realizar uma análise caso a caso (manualmente!) de cada COG.
• Eliminar falsos positivos
• Identificar proteínas de múltiplos domínios através da representação 

gráfica do BLAST.
• Separar essas sequências em segmentos de domínios únicos e repetir 

etapas 1-4, de forma a classificar domínios individuais de acordo com 
suas afinidades evolutivas.

6. Examinar os grandes COGs com técnicas filogenéticas de forma a incluir 
novos membros ou separar alguns COGs em grupos menores.

Fonte: The NCBI Handbook - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21101/

Cluster of Orthologous Groups: método



Cluster of Orthologous Groups: método



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/



l COG
Clusters of Orthologous Genes

l KEGG (KEGG Orthologs)
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

l eggNOG (http://eggnogdb.embl.de/app/home)
Evolutionary genealogy of genes: non-supervised
Orthologous Groups

l Outros
OrthoMCL, InParanoid, etc. etc.

Outros bancos de dados de ortólogos



KEGG
l Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (1995)
l Coleção de 17 bancos de dados diferentes
l O principal: vias metabólicas
l Inclui classificação de ortólogos própria (KO)

http://www.genome.jp/kegg/



Vias metabólicas de fato



J. M. P. Alves

Ornitorrinco
faz

glicólise!?



J. M. P. Alves

Perry the Platypus!



J. M. P. Alves

Vias
(das quais essa

proteína participa)



J. M. P. Alves

Links para outros bancos

Links para genes



Contexto genômico
O que fazer quando nada é conhecido sobre os homólogos de um 
gene/proteína de interesse?

• Métodos computacionais para previsão de vínculos funcionais

• Premissa: a existência de vínculos funcionais gera correlações
entre na distribuição e nas posições de genes em genomas

• Identificados usando a comparação de genomas

• A homologia serve apenas para identificar os genes mas não determina o 
padrão na sua distribuição



Perfil
filogené0co
• Correponde a uma

correlação na distribuição
de genes homólogos
entre genomas

• Padrão de 
presença/ausência nos
genomas

• Análogo a experimentos
de knock-out



Organism 1
Gene A Gene BGene X

Organism 3
Gene A Gene BGene Z

Organism 2
Gene A Gene B Gene Y

Gene neighborhoods

Organism 1

Organism 2

Gene A Gene B

Gene AB

Gene fusion events

Inference: Gene fusion confers selective 
advantage; the two gene products are 

physically or functionally linked.

Protein-protein interaction or common pathway

Inference: Selective pressure to regulate 
these genes together; functionally or

physically linked.

Co-expression or physical interaction

Biological Rosetta stones



Evolução da distribuição e ordem dos genes

A ordem dos genes é rapidamente
alterada por eventos como: 

• Transposição (mudar de lugar)

• Perda de genes

• Ganho de genes (HGT)

• Rearranjos cromossômicos

mas é preservada em pequena escala



Exemplo: parálogos de tRNA sintetase

• AlbC catalisa a síntese de dipeptídeos cíclicos

• Descobrimos que AlbC é um parálogo remoto das tRNA 
sintetases da Classe-I (e.g. Tyr-tRNA syntetase) que se 
especializou em catalizar a formação das atua na síntese de 
peptídeos não ribossomais

Gondry et al. CyclodipepEde synthases are a family of tRNA-dependent pepEde bond–forming 
enzymes. Nature Chemical Biology 5, 414 - 420 (2009)



Inferências baseadas em contexto
• Contexto dos homólogos de AlbC

16080560 (Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168)

p450AlbCHTHMFS

78060433 (Burkholderia sp. 383)

HTHTonB receptor?MFSAlbC2OGFeDOTonB receptorTolRTolRTolQ

70728769 (Pseudomonas fluorescens Pf-5)

Rossmann_OR ? TonB receptor Thi5_like 2OGFeDO AlbC MFS

280956168 (Desulfovibrio aespoeensis Aspo-2)

Ferredoxin AlbC Mur_ligase SelA_PLPDE M18/42 peptidase Glyoxylase-like
enzyme

160871535 (Rickettsiella grylli)

Acyl-CoA ligaseGNAT+GNATHiskin+recAlbC???Hiskin+recAlbC

256378646 (Actinosynnema mirum DSM 43827)

Acyl-CoA ligase AlbC Methylase ? ? LysR

27447466 (Streptomyces noursei ATCC 11455)

AlbA AlbB AlbC AlbD

256671793 (Streptomyces sp. AA4)

AlbCMarR permease+
Rhodanese

2-oxoglutarato Fe-dioxigenases:

Cupin-like dioxigenases



Opa! Já havíamos observado fusões do domínio catalíOco da meOonil-tRNA 
syntetase com as “metal-binding cupins” (dioxigenases da classe estrutural, 
a.k.a fold, DSBH)

Cupin Met-tRS

Journal of Molecular Biology 294(5) :1287-1297 (1999)
Iyer LM, Abhiman S, de Souza RF, Aravind L. Nucleic 
Acids Research, 38(16):5261-79 (2010)

Inferências baseadas em contexto



86741959 (Frankia sp. CcI3)

NTN transacylaseGNATACPAcyl-CoA ligaseCupin+MtRSFADOR/MOOK_OH/ORAcyl-Coa
dehydrogenaseah2FeOXGDSLVlmBtransglutaminaseACPAcyl-CoA ligase

159036691 (Salinispora arenicola CNS-205)

GNATACPAcyl-CoA ligaseCupin+MtRSFADOR/MOOK_OH/ORsaccharopine
dehydrogenaseOxRed2Acyl-Coa

dehydrogenaseOxRedACP

256378249 (Actinosynnema mirum DSM 43827)

PLPDEAPAK_OH/ORFADORCupin+MtRSRRM_fold_MOOTMFADOR/MOOACP+RhodaneseAcyl-CoA ligaseA/B hydrolaseAcyl-CoA ligaseGNATNew_papain

242240498 (Dickeya dadantii Ech703)

NTN transacylaseGNATACPAcyl-CoA ligaseNRPSDCupin+MtRSFADOR/MOOK_OH/ORMFSATP_Graspp450Acyl-Coa
dehydrogenaseah2FeOX

256801435 (Streptomyces viridochromogenes DSM 40736)

ATP_GraspJORA/B hydrolaseGNATAcyl-CoA ligaseCupin+MtRS

159037752 (Salinispora arenicola CNS-205)

New_papainATP_GraspPBPSnoaL_PC_likeAmidinoTaseATP_GraspMtRSCupinK_OH/ORACPHAD_FkbHacyl condensa-
tion domain

159036236 (Salinispora arenicola CNS-205)

PLPDECupin+MtRSK_OH/ORsaccharopine
dehydrogenaseATP_grasp

259907081 (Erwinia pyrifoliae Ep1/96)

ATP_GraspPBPFADORMFSARDGAT2+AsnSynOxRedCupin+MtRSHADpyruvate
caboxylase

Rhamnose
MutarotaseDHDPSFADORK_OH/OR

229076690 (Bacillus cereus Rock4-18)

MFSGNATFADORPBPCupin+MtRSK_OH/ORArginaseATP_GraspCupin

256376782 (Actinosynnema mirum DSM 43827)

New_papain ? FADOR ACP K_OH/OR Cupin MtRS ATP_Grasp AmidinoTase SnoaL_PC_like PBP Na/H+ antiporter ATP_Grasp

290955751 (Streptomyces scabiei 87.22)

ATP_GraspdimethylargininaseAcyl-Coa
dehydrogenaseVlmROxRed2SnoaL_PC_likeATP_GraspFADORMtRSCupinK_OH/OR

20804107 (Mesorhizobium loti)

Cupin+MtRSPhyH_2OGFEDOK_OH/OR

104780203 (Pseudomonas entomophila L48)

K_OH/OR FADOR/MOO Cupin+MtRS PBP PLPDE GNAT TM TM

49658915 (Yersinia pseudotuberculosis)

MtRS New_papain GNAT Acyl-CoA ligase ACP+Cupin FADOR PBP A/B hydrolase Rhodanese SnoaL_PC K_OH/OR PLPDE FADOR DMT permease BtrH_Papain

17549651 (Ralstonia solanacearum GMI1000)

K_OH/ORSnoaL_PCDMT permeaseRhodaneseA/B hydrolasePBPFADORCupinACPAcyl-CoA ligaseA/B hydrolaseGNATNew_papainMtRS

17546537 (Ralstonia solanacearum GMI1000)

GNAT K_OH/OR MtRS Cupin VlmR

71735085 (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A)

HTH integrase Cupin MtRS FADOR PBP K_OH/OR PLPDE+ornithine
cyclodeaminase OxRed4_MO aminoacid efflux

transporter Oxred b-lactamase

ATP-Grasp containing operons

Other operons

Operons de Cupin+MtRS: função
A conservação da vizinhança em diversas linhagens de bactérias fornece suporte ao vínculo com uma

N6-lisina hidroxilase

Núcleo conservado: Lisina oxidoreductase + cupin + MtRS

AEvidades enzimaEcas para dois aminoácidos (Lys, Met): o composto é pelo menos um dipep^deo

Outras
Peptido-ligases

Aqui não há peptídeo
ligase conhecida!!!!!
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Predicted�reaction�catalyzed
by�Met-tRNA�synthetase

paralog

Phe-tRNA Leu-tRNA

AlbA

oxidoreductase

cyclo(L-Phe-L-Leu) Albonoursin

Lysine N6-hydroxy-lysine N6-Acetyl-N6-hydroxy-lysine Aerobactin

Methionine�derivatives

Further�modifications

Lysine
N6-hydroxylase

Saccharopine
dehydrogenase

?

ACP+
Acyl-coA-ligase

+GNAT

Lysine�2,3
aminomutase

O

NH2

NH2
OH

Lysine�derivatives

Cupin�domain

? Predicted�minimal�core�of�the
peptide�metabolite

Resultados

• AlbC representa um exemplo de tRNA sintetase recrutada para síntese em outra via metabólica
• O parálogo de MtRS é um novo exemplo de parálogo de tRNA sintetase que catalisa a formação de 

uma ligação peptídica entre uma lisina e uma metionina como evidenciado pelo contexto genômico.

Inferências baseadas em contexto

Aravind,L. et al. (2010) Predicted class-I 
aminoacyl tRNA synthetase-like proteins in 
non-ribosomal pepHde synthesis. Biology 
Direct, 5, 48.



Banco de dados de contexto e interações
STRING

Combina múltiplos tipos de dado:
• Contexto genômico
• Expressão gênica
• Interações (PPI)
• Text mining
http://www.string-db.org
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What’s that gene (or protein)? Online resources 
for exploring functions of genes, transcripts, and 
proteins
James R. A. Hutchins
Institute of Human Genetics, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), 34396 Montpellier, France

ABSTRACT The genomic era has enabled research projects that use approaches including 
genome-scale screens, microarray analysis, next-generation sequencing, and mass spectrom-
etry–based proteomics to discover genes and proteins involved in biological processes. Such 
methods generate data sets of gene, transcript, or protein hits that researchers wish to ex-
plore to understand their properties and functions and thus their possible roles in biological 
systems of interest. Recent years have seen a profusion of Internet-based resources to aid this 
process. This review takes the viewpoint of the curious biologist wishing to explore the prop-
erties of protein-coding genes and their products, identified using genome-based technolo-
gies. Ten key questions are asked about each hit, addressing functions, phenotypes, expres-
sion, evolutionary conservation, disease association, protein structure, interactors, 
posttranslational modifications, and inhibitors. Answers are provided by presenting the latest 
publicly available resources, together with methods for hit-specific and data set–wide infor-
mation retrieval, suited to any genome-based analytical technique and experimental species. 
The utility of these resources is demonstrated for 20 factors regulating cell proliferation. Re-
sults obtained using some of these are discussed in more depth using the p53 tumor suppres-
sor as an example. This flexible and universally applicable approach for characterizing ex-
perimental hits helps researchers to maximize the potential of their projects for biological 
discovery.

INTRODUCTION
The past decade has witnessed huge advances in the power and 
scope of analytical technologies based on genomic data. These 
methods, which include the functional identification of genes using 
traditional genetic and RNA interference (RNAi)-based knockdown 
screens (Forsburg, 2001; Boutros and Ahringer, 2008), the identifica-
tion of DNA and RNA populations by microarray analysis or next-
generation sequencing (Capaldi, 2010; Niedringhaus et al., 2011; 
Ozsolak and Milos, 2011), and the identification of proteins, com-
plexes, and their modifications using mass spectrometry–based 
proteomics (Walther and Mann, 2010), have transformed biological 
research. Many researchers can now turn to these techniques to ad-
dress specific biological questions or, by performing larger-scale or 
high-throughput experiments, discover genes, transcripts, and pro-
teins involved in their system of interest.

Although these technologies differ greatly in their principles 
and mechanistics, their general approaches share a similar form. A 

Monitoring Editor
Doug Kellogg 
University of California, 
Santa Cruz

Received: Oct 21, 2013
Revised: Feb 13, 2014
Accepted: Feb 14, 2014

DOI: 10.1091/mbc.E13-10-0602
Address correspondence to: James R. A. Hutchins (james.hutchins@igh.cnrs.fr).
Periodic updates to the Supplemental Materials for this article will be made avail-
able on the author’s website: http://www.jrahutchins.net.
The author declares that no conflict of interest exists.

© 2014 Hutchins. This article is distributed by The American Society for Cell Biol-
ogy under license from the author(s). Two months after publication it is available 
to the public under an Attribution–Noncommercial–Share Alike 3.0 Unported 
Creative Commons License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0).
“ASCB®,” “The American Society for Cell Biology®,” and “Molecular Biology of 
the Cell®” are registered trademarks of The American Society of Cell Biology.

Abbreviations used: CDD, Conserved Domain Database; CNRS, Centre National 
de la Recherche Scientifique; DDBJ, DNA Data Bank of Japan; EBI, European 
Bioinformatics Institute; ELM, eukaryotic linear motif; ENA, European Nucleotide 
Archive; GDSC, Genomics of Drug Sensitivity in Cancer; GEO, Gene Expression 
Omnibus; GI, GenInfo Identifier; GO, Gene Ontology; GSV, genomic structural 
variation; ID, identifier code; IMEx, International Molecular Exchange; IPI, Interna-
tional Protein Index; KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; NCBI, 
National Center for Biotechnology Information; nr, nonredundant; OMIM, Online 
Mendelian Inheritance in Man; PDB, Protein Data Bank; PTM, posttranslational 
modification; RCSB, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics; Ro5, 
Rule of Five; SLiM, short linear motif; SNP, single-nucleotide polymorphism.

 http://www.molbiolcell.org/content/suppl/2014/04/03/25.8.1187.DC1.html
Supplemental Material can be found at: 



Referências
• Kumar, S. e M. Nei. Molecular Evolution and Phylogenetics. New York: Oxford University Press. 2000
• Vandamme et al. (2009)The phylogenetic handbook: A Pratical Approach to Phylogenetic Analysis 

and Hypothesis Testing 
• Felsenstein, J. 2004. Inferring Phylogenies. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts. 
• Felsenstein, J (1988) Phylogenies from molecular sequences: inference and reliability. Annual 

Review of Genetics 22: 521-565
• Russel DJ. (2014) Multiple Sequence Alignment Methods. Springer, ISBN 978-1-62703-646-7.
• Durbin,R. et al. (1998) Biological Sequence Analysis Probabilistic Models of Proteins and Nucleic 

Acids 1st ed. Cambridge University Press.
• Schuster-Böckler,B. and Bateman,A. (2007) An introduction to hidden Markov models. Curr. Protoc. 

Bioinformatics, Appendix 3, Appendix 3A.
• Hutchins,J.R.A. (2014) What’s that gene (or protein)? Online resources for exploring functions of 

genes, transcripts, and proteins. Mol. Biol. Cell, 25, 1187–201.
• Cox , Michael M.; Phillips Jr., George N.  (2008) Handbook of Proteins: Structure, Function and 

Methods (2 volume set), Wiley-Interscience.
• Doerks,T. et al. (2004) Functional clues for hypothetical proteins based on genomic context analysis 

in prokaryotes. Nucleic Acids Res., 32, 6321–6.
• Snel,B. et al. (2000) STRING: a web-server to retrieve and display the repeatedly occurring 

neighbourhood of a gene. Nucleic Acids Res., 28, 3442–4.
• Zhao,S. et al. (2013) Discovery of new enzymes and metabolic pathways by using structure and 

genome context. Nature, 502, 698–702.



Prática de contexto genômico
• Ver contexto no KEGG (procurar ftsA e clicar em “Clusters”)

• Acessar o banco de dados String: www.string-db.org
– Procurar pelo gene ftsA de E. coli K12 MG

• Procurar por ftsA no Gene Context Tool
– http://biocomputo.ibt.unam.mx:8080/GeConT/

• Repetir as análises para AmiC e NlpD

• Repetir as análises para xcsD

http://www.string-db.org/
http://biocomputo.ibt.unam.mx:8080/GeConT/

