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Este trabalho apresenta 2 bioinformatica desenvolvida e usada nos projetos genoma Xylel-
la fastidiosa e Xanthomonas. O objetivo geral da bicinformética nesses projetos é arma-
zenar, organizar, analisar e disponibilizar os dados bioldgicos oriundos dos laboratérios de
seqiienciamento. Em particular, s8o apresentados dois sistemas de software usados para a
montagem e para a anotacio de genomas de bactérias. A dissertacdo contém também um

capitulo detalhando fundamentos de biologia molecular ¢ de técnicas de seglienciamento
de DNA.
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Capitulo 1

Introducao

Este trabalho apresenta a bioinformética para projetos genoma de bactérias, baseado nos
projetos Xylells fastidiose [33] e Xanthomonas [10]. Em linhas gerais, a bioinformdtica a
ser descrita refere-se aos sistemas de software desenvolvidos nesses projetos para arma-

zenar, organizar, analisar e disponibilizar os dados bicldgicos. Como contribuigbes desta
dissertacdc temos:

e apresentacdo detalhada e sistematizada do trabalho de bicinformatica realizadc nes-
ses projetos;

¢ descri¢io de alguns programas especificos realizados pelo autor;
e um capitulo sobre biologia molecular, Gtil para pessoas da drea de computagio.

Sao apresentados neste trabalho os dois principais sistemas desenvolvidos e usados nos
projetos acima mencionados: o sistema de montagem e o sistema de anotacdo. Vale notar
que esses sistemas também foram utilizados nos projetos genoma da bactéria Xylella
fastidiosa [30] que ataca videiras e da bactéria Agrobacterium tumefaciens [40]. Como
resultados importantes, tivemos participacdo nos trabalhos cientificos desses dois projetos.

Os sistemas foram desenvolvidos por uma equipe, da qual faco parte, que pertence ac
Laboratério de Biloinformatica (LBI) do Instituto de Computacgao da Unicamp. No caso
de programas que foram escritos por outros ou em colabora¢do com outros, uma nota de
rodapé indica ¢ nome dos colaboradores.

Este trabalho estd inserido na 4rea de Biologia Computacional e é direcionado prima-
riamente aos profissionais de computagac. Assim, no Capitulo 2, apresentamos algumas
nocdes bésicas de Biologia Molecular e de tecnologia de segiienciamento de DNA, ne-
cessarias para um meihor entendimento da dissertacdo.

No Capitulo 3, apresentamos de uma maneira geral ¢ que sdo projetos genoma, como
sao suas abordagens e quais s&0 suas etapas bésicas. Além disso, apresentamos uma



definicdo sucinta do papel da bioinformética dentro dos projetos genoma, uma breve
descricio dos projetos genoma onde foram aplicados os sistemas de montagem e anotacio,
além de uma descricdo também sumdria do LBL

Nos Capitulo 4 e 5, apresentamos, respectivamente, ¢ sistema de montagem e o sis-
tema de anotacio desenvolvidos pelo LBI, descrevendo primeiramente os objetivos e os
problemas motivadores do desenvolvimento desses sistemas, ¢ algumas das ferramentas
desenvolvidas fora do LBI e usadas pelos sistemas.

No Capitulo 6, apresentamos duas ferramentas especificas desenvolvidas e usadas como
apoio ac sistema de montagem, € uma misceldnea de outros programas desenvolvidos
durante 0s projetos.

No Capitulo 7, apresentamos as conclusdes dessa dissertagdo, descrevendo as principais
contribui¢des e os trabalhos futuros relacionados principalmente a melhoria dos sistemas.

Por dltimo, nos apéndice A e B sio apresentados algumas tabelas e relatdrios referen-
ciados na dissertacas.



Capitulo

Conceitos Basicos de Biologia
Molecular e de Seqiienciamento de
NA

Apresentamos neste capitulo alguns conceitos basicos de Biologia Molecular e de seqiien-
ciamento de DNA, comecando com uma breve descri¢io das células, onde sdo encontradas
as principais moléculas de estudo - os 4cidos nucleicos e as proteinas. Em seguida, s3o
apresentados alguns conceitos que estdo ligados com a drea de Genética - genes, cromosso-
mo e genoma, moestrando como eles se relacionam. Fechando entdo a parte sobre Biologia
Molecular, sdo descritos os dcidos nucleicos e as protefnas. Como parte integrante e que
vem trazendo grandes beneficios aos estudos em biclogia molecular, apresentamos a tec-
nologia de seglienciamento de DNA, descrevendo as principais etapas envolvidas nesse
processo. Este capitulo foi escrito com base nas seguintes referéncias da literatura de
biologia, bioquimica e genética: {24, 39, 41, 36, 23, 27].

2.1 Células

As células s30 consideradas as unidades fundamentais dos organismos. Nelas realizam-se
a maior parte dos processos metabdlicos dos seres vivos e nelas estd contido o material
genético.

As células sao constituidas por uma membrana envolvente, que separa sua massa inte-
rior {chamada de citoplasma) do ambiente onde estd inserida. Apesar de ser considerada
impermedvel {ndo permite que o meio externo misture-se ac meio interno) a membrana
celular contém alguns poros por onde determinadas substéncias entram e saem da célula,
mantendo-se assim uma interagdo com o ambiente, de onde recebe os nutrientes para
desenvolver-se e para onde expele substincias.

3



2.2. Gene, Cromossomo e (zenoma 4

A organizacio interna de uma célula divide o mundo dos seres vivos em dois dominios
de organismos: eucariotos e procariotos. Nas células dos eucariotos sdo encontrados
compartimentos internos bem definidos como o niicleo e organelas. Exemplo de organelas
sd0 a mitocdndria, encontrada em células de animais, e o cloroplasto, encontrade em
células de plantas. Jé as células de procariotos ndo possuem compartimentos internos
e em particular ndo possuem nucleo. Nas células de organismos eucariotos o material
genético reside no nicleo, e nas células dos procariotos o material genético permanece
livre no citoplasma. Nos eucariotos, além da informacdo genética contida no ndcleo,
organelas como as mitocdndrias e cloroplastos tém seu proprio material genético.

A propriedade fundamental de uma célula estd na sua capacidade de crescer ¢ replicar-
se, gerando células descendentes contendo cépias do seu material genético. Isso é re-
sultado de uma série de processos metabdlicos desencadeados dentro da célula. Parte
desses fendmenos gquimicos estao ligados a fabricacBo (sintese) de moléculas, como os ami-
noécidos, as proteinas e os dcidos nucieicos. Embora haja muitos elementos envolvidos
nesse processo de sintese, eles podem ser agrupados nas seguintes componentes:

1. matéria-prima: elementos que serdo usados na constituicdo das moléculas. Ex.:
carbono, oxigénio, hidrogénio, nitrogénio e também outras pequenas moléculas.

2. energia externa: necessaria para realizacio das reagdes quimicas, e pode ser proveni-
ente da decomposi¢io de moléculas de alimento (células de animais), ou da energia
solar {células fotossintéticas em plantas).

3. enzimas: agentes que realizam as reacdes quimicas, também denominadas de cata-
lisadores.

As moléculas contidas e fabricadas nas células podem ser moléculas simples como
o8 agicares e os aminodcidos, ou podem ser moléculas mais complexas, chamadas ma-
cromoléculas. As macromoléculas sdo polimeros, formados pelo encadeamento de varias
moléculas simples e semelhantes (chamadas mondmercs). Exemplos de macromoléculas
s&o 08 dcidos nucleicos e as proteinas. Os primeiros sio compostos por unidades chamadas
nucleotideos e as iltimas sfo compostas por unidades chamadas aminoécidos.

2.2 Gene, Cromossomo ¢ Genoma

Considerado um dos marcos histéricos da genética, 0s experimentos do austriaco Gregor
Mendel o levaram a identificar fatores responsiveis pelos tragos hereditdrios dos orga-
nismos vives, os guais foram chamados genes. Passado algum tempo, descobriu-se que
havia estruturas dentro da célula chamadas cromossomos, que duplicavam-se durante



2.3, Acidos Nucleicos

<

a divisdo da célula. Associando ent8o esses dois fatos langou-se a hipéiese, confirmada
posteriormente, de que a heranca genética é carregada pelos cromossomos arranjada nos
genes. Restava entdo saber qual era a composicho dos cromossomos, reconhecidos poste-
riormente como sendo moléculas de DNA. Assim, scb a dtica molecular, os genes podem
entéo ser considerados como segmentos contiguos e discretos de uma molécula de DNA
onde estdo armazenadas as informagdes genéticas.

A informacdo genética contida nas moléculas de DNA na célula de um ser vivo com-
preende O seu genocma.

Os genomas dos procarictos e sucariotos possuem algumas diferencas importantes.
Uma das diferengas esté relacionada ao ntmero de cromosscmos presentes em cada célula.
Uma célula de procarioto em geral possui apenas um cromossome, enguanto gue em
uma célula eucaridtica esse nimero pode ser por exemplo, 23 pares de cromossomos (46
cromoessomos) para uma célula humana.

Outra diferenga se refere & organizagdo dos genes entre os genomas desses dois dominios
de organismos. Além dos genes, 05 Cromossomos possuem regides intergénicas, que ndo
possuem nenhuma fungdo particularmente conhecida e sdo chamadas “lixo de DNA" [junk
DNA). Nos procariotos os genes compreendermn quase todo ¢ cromossome, havendo poucas
e em geral curtas regides intergénicas. Em ndmeros, isso poderia ser aproximadamente
colocado na proporgao de 90% de genes ¢ 10% de regides intergénicas. No caso dos
eucariotos {principalmente os superiores) o volume de genes é bem menor em relagio as
regites intergénicas, numa proporgédc contraria a dos procariotos. No caso de um humano,
menos que 5% do genoma ¢ compreendido pelos genes.

2.3 Acidos Nucleicos

Acidos nucleicos sdo moléculas gue armazenam as informacgtes relativas ac desenvolvi-
mento e divisdo das células, as quais formam os organismos vivos. Na natureza hé dois
tipos de 4cidos nucleicos: DINA ou acido desoxiribonucleico e RINA ou dcido ribonuclei-
co. Analogamente a um sistema de comunicagio, essas informaces sdo mantidas dentro
da célula em forma de cédigo, que no caso denomina-se cdédigo genético.

Em sua estrutura primdria, os dcidos nucleicos podem ser vistos como uma cadeia
linear composta de unidades quimicas simples chamadas nucleotideos. Um nucleotideo
¢ um composto quimico e possui trés partes: um grupo fosfato, uma pentose {molécula
de agdcar com cinco carbonos) e uma base orgénica (Figura 2.1).

Nas moléculas de DNA a pentose é uma desoxiribose enquantc que nas moléculas de
RNA a pentose é uma ribose. A base orgénica, também conhecida como base nitrogenada,
é quem caracteriza cada um dos nucleotideos, sendo comum ¢ uso tanto do termo segiiéncia
de nucleotideos quanto o termo seqiiéncia de bases. As bases sio adenina {4}, guanina
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Figurs 2.1: Esquema do nucleotidec. O nucleotideo possul trés partes: fosfato (F}, ribose
e uma base. C fosfato liga-se ao carbono nimero 5 da pentose, enquanto que a base liga-se
ao carbono ndmero 1.

(G), citosina {(C), timina {T) e uracila (U), sendo as duas primeiras chamadas de purinas e
as trés dltimas chamadas de pirimidinas. No DNA s@o encontradas as bases 4, §, Ce T.
No BNA encontra-se 3 base U ao invés da base T.

A ligacdo entre os nucleotideos na cadeia linear é feita entre o grupo guimico chamado
hidroxil (OH}, ligado ao terceiro carbono da pentose de um nuclectideo, e o fosfato do
nucleotideo seguinte. Dessa série de ligacGes fosfato-pentose forma-se entio a coluna
dorsal {backbone) dos éacidos nucleicos. Essa cadeia, também chamada de fita, possui
uma orientagdo quimica denotada por uma extremidade 3', onde hd um grupo hidroxil
livre ligado a¢ carbono nimero 3 da pentose, e por uma extremidade 5, que possul um
fosfato livre ligado ao carbono némero 5 da pentose (Figura 2.2). Por convencdo, as
seqiiéncias s representadas na orientacic 5 — 3.

Moléculas de DNA compbem-se de duas fitas, que ligam-se entre si formando uma
estrutura helicoidal, conhecida como hélice dupla. As duas fitas unem-se pela ligacao
regular das bases de seus nucleotideos. A base A sempre liga-se a base T e a base G
sempre liga-se a base C (Figura 2.2). Esse pareamento direcional, exclusivo e dnico entre
as bases (ditas bases complementares) deve-se em geral ao seu tamanho, a sua forma e
a sua composicdo quimica. As duas fitas s30 anti-paralelas, ou seja, as fitas possuem
orientagdo 5 — 3’ opostas uma em relacdo a outra.

Utiliza-se como unidade de medida de comprimento de uma molécula de DNA o
nimerc de pares de bases que a formam, denotado por bp (base pair). Por exem-
plo, a molécula A tem comprimento de 800 bp. Cifras maiores em geral s30 representadas
por kb {1000 bp) e mb (10° bp).

As moléculas de DNA podem ser circulares (ndo possuem extremidades livres) ou
podem ser lineares. Bactérias sdo exemplos de organimos que contém moléculas de DNA
circular.

Moléculas de RNA tém fita simples e sdo bem curtas se comparadas as moléculas de
DNA. Existem trés tipos distintos de moléculas de RNA nas células: RNA mensageiro
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Figura 2.2: Representacio linear da hélice dupla. As fitas possuem orientagao inversa e
ligam-se através de suas bases complementares: A com T e C com G.
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(mBINA), RNA transportador (¢RNA) ¢ RNA ribossomal {rBNA). A descricdo das
moléculas de RNA estd na Secao 2.5.1.

2.3.1 Sintese de Acidos Nucleicos

A sintese de uma cadela de DNA ou RNA nas células, também conhecido como polime-
rizagdo de &cidos nucleicos, se faz a partir de uma fita simples de DNA molde ¢ da regra
de pareamento de bases complementares, de onde uma fita nova ¢ gerada a partir do
encadeamento dos nucleotideos com base complementar aos nucleotideos da fita molde.

Us principais agentes envolvidos nesse processo sao enzimas especials chamadas poli-
merases. Enzimas que fazem a sintese de DNA sZ0 chamadas de polimerases de DNA ¢
enzimas que fazem a sintese de RNA s&o chamadas de polimerases de RNA. Essas enzimas
encarregam-se de adicionar um a um os nuclectidos 4 fita nova, bastando que haja na sua
extremidade 3’ um grupo hidroxil {OH) livre, onde é ligado o préximo nucleotideo pelo
seu grupo fosfato. E importante, entao, notar que a sintese de uma fta nova de um dcido
nucleico acontece na direcdo 5 — 3.

O inicio da agdo de uma polimerase de DNA requer que haja um fragmento curto de
DNA ou RNA em fita simples ligado & fita molde, onde a2 enzima possa concatenar os
nucleotideos. Hsse fragmento, chamado de primer, é sintetizado por uma outra enzima.
Jé as polimerases de RNA iniciam a polimerizacio ao encontrar o sitio iniciador apropriado
na fita de DNA.

Dentro da célula, hé dois momentos importantes quando acontece a sintese de dcidos
nucleicos: na replicagdo das moléculas de DNA durante a duplicagdo da célula e na
transcrigéo.

No primeiro casc, cada uma das fitas de uma molécula de DNA é usada individual-
mente como molde, e cada uma das duas fitas duplas resultantes é composta por uma fita
molde e por uma fita nova sintetizada. Nesse caso, o inicio da sintese das fitas se faz a
partir de um ponto na molécula chamado origem de replicacéc, onde comeca a separacio
das fitas.

Na transcriciio, uma fita de RNA é sintetizada a partir de uma fita de DNA molde.
Mais detalhes sobre franscricdo estdo na Segdo 2.5.1.

Qutro tipo de sintese de acidos nucleicos conhecido é chamado de transcrigo rever-
sa, da qual se produz moléculas de DNA a partir de uma molécula de RNA. Moléculas
assim produzidas sdo chamadas de cDNA ou DNA complementar.
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Figura 2.3: Estrutura quimica geral dos aminodcidos.

2.4 Proteinas

Proteinas sao macromoléculas que tém funcbes especificas dentro de um organismo. Elas
podem ter um cérater estrutural (como a keratina presente nos cabelos e o coldgeno
presente nos tenddes e cartilagens), ou podem estar ligadas a determinadas atividades,
como € caso dos anticorpos (como imunoglobina), de horménios {como a insulina), e das
enzimas {como aquelas encontradas no estdbmago e relacionadas a digestio de alimentos).

Uma proteina é formada por unidades conhecidas como aminodcidos. Essas uni-
dades ligam-se linearmente resultando uma cadeia conhecida como polipeptideo. Um
aminodcido é composto por um carborno central (C,), um hidrogénio (H), um grupo
amino (H3N), um grupo carboxil (COOH) e uma cadeia lateral (R) (Figura 2.3). A ca-
deia lateral distingue cada um dos 20 aminodcidos diferentes que existern na natureza.
Os aminoécidos ligam-se através de ligagbes peptidicas, formadas pela juncéo do grupo
carboxil do primeiro aminodcido com grupo amino do segundo, havendo a liberacéo de
uma molécula de dgua (H.0). A cadeia resultante compdem-se entio de residucs dos
aminoacidos.

A seqliéncia linear de aminoécidos representa a estrutura primadria das proteinas. Es-
sas moléculas dobram-se e empacotamn-se até um quarto nivel, formando diferentes formas
tridimensionais, que estdo diretamente associadas a funcdo biogquimica da proteina. As
dobras se fazem em Angulos variados, decorrentes das ligagbes peptidicas. A existéncia
de 20 diferentes aminodcidos propicia uma grande e complexa variedade de formas irre-
gulares, que determinam a sua ligacdo com outras moléculas. Cada proteina, com a sua
forma, liga~se a tipos especificos de moléculas, ou seja aquelas que possuem uma forma
complementar & da protefna. Uma analogia simplista (em forma dimensional) disso sio
as formas apresentadas pelas pegas de um jogo de guebra-cabega, onde somente pegas
especificas podem se encaixar.
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2.5 Expressao de (Genes

Como visto na Secdo 2.2, um gene € um segmento de DNA que carrega informacio
genética. Hssa informacdo torna-se disponivel para célula pels expressio génica. Quando
isso acontece, uma cépia do gene ¢ sintetizada em uma molécula de mRNA {transcri¢do),
que por sua vez € usada na fabricacfo de uma protefna (tradugdo). Esse fluxo de infor-
macdo envolvendo DNA, RNA e proteina foi descrito por Francis Crick como o dogma
central, e é esbocado na figura a seguir.

Transcrigio Traducic
= RNA = Proteina

DNA

Um fato interessante tirado dessa dogma é que uma proteina estd associada a um
determinado gene. Malores detalhes sobre transcricio e tradugdo sBo apresentados nas
seches abaixo.

A expressio dos genes é aliamente regulada (controlada). Com isso, em organis-
mos multicelulares (como o ser humano), células presentes em diferentes tecidos (como
estdmago e pele) apresentamn um conjunto de genes ativos distintos entre si. E mesmo em
organimos unicelulares, como as bactérias, nem todos os genes s&0 ou estio ativos em um
dado momento.

Em sua estrutura, os genes possuem uma regiac chamada de promotor, que é res-
ponsdvel por sua ativagao ou nac. Um promotor é um segmento de DNA ao qual a poli-
merase liga-se e inicia a sintese da molécula de mRNA. Os promotores possuem seqiiéncias
de nucleotideos comuns (conservadas), o que explica come a polimerase reconhece o lugar
onde se ligar.

Além do promotor, 0s genes possuem em sua estrutura, uma regido codificadora e um
terminador, como esbocado na Figura 2.4. A regido codificadora é ¢ segmento do gene
que contém a informac8o usada para sintetizar uma proteina e o terminador é o segmento
de DNA gque sinaliza o final da sintese da molécula de mRNA.

2.5.1 Transcrigao

Transcricdo é o processo no qual é produzida uma fita de RNA a partir de uma fita de
DNA. O produto de uma transcri¢do pode ser um mRNA, um rRNA ou um tRNA. Uma
molécula de mRNA ou RNA mensageiro (messager RNA} contém a informacio para pro-
duzir proteinas. As moléculas de tRNA ou RNA ribossomal (ribosomal RNA) combinam-
se com proteinas ribossomais constituindo os ribossomos, que funcionam entaoc como un
aparato estrutural para a montagem da cadela de aminocdcidos. Moléculas de tRNA ou
RNA transportador (frensfer RNA) agem como adaptadores entre a segiléncia codificante
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Figura 2.4: Estrutura de um gene de eucarioto. Genes de procarioto (em geral) nio
pOossuem inirens.

dos nucleotideos do mRNA e o aminodcido que & codificado. Uma ponta desss molécula
carrega ¢ aminoécido e uma outra ponta consiste de uma segiiéncia de trés nucleotideos
conhecida como anticodon.

O processo de transcri¢fo dos procariotos e dos eucarictos apresentam vérias diferencas
entre si. Dentre essas diferencas hé duas principais. A primeira ¢ que em procariotos ¢
processo de tradugdo de um mERNA inicia-se antes que a transcri¢io tenha se encerrado.
J2 nos eucariotos, s traducio € iniciada somente apds a finalizacdo da transcrigho, e nesse
caso o mRNA sal do nilcleo para o citoplasma onde € realizada a traducio.

A segunda diferenca é que nos eucariotos o mRNA sofre modificacles antes de ser
traduzido. O produto da transcricdo, chamado de transcrito primério, sofre mudancas
¢ resulta em um transcrito chamado madurc. As trés mudangas sofridas pelo transcri-
to primdrio sdo: remocio de segiiéncias intragénicas, modificacdo da extremidade & e
modificacdo da extremidade 3.

Nos eucariotos hé segmentos génicos que sdo transcritos em mRNA mas ndo s8o usados
na tradugao de proteinas. Esses segmentos s3o chamados de introns e sdo removidos do
mRNA. Os segmentos dos genes entre os inirons que sdo transcritos e traduzidos sio
chamados de ezons. O processo de remocac de introns e ligacio dos ezons é chamado de
splicing. Veja a ilustracdo do arranjo de introns e exons de um gene na Figura 2.4.

Apds o splicing, o transcrito recebe na sua extremidade 3’ uma cadeia de adeninas
chamada cauda de poly-A, e na sua extremidade 5’ recebe uma molécula chamada de cap.
A cauda de poly-A, com comprimento entre 20 a 200 adeninas, d4 estabilidade a molécula
no seu transporte para fora do nucleo. O cap permite que o ribossomeo reconhega o inicio
do mRNA.

Além das duas grandes diferencas acima, uma diferenga mais peculiar é que em eu-
cariotes em geral, um transcrito contém apenas um gene, enquanto que em procariotos
como bactérias, um transcrito pode conter mais de um gene. A esse fato estd relacionado

o conceito de operon, que refere-se 2 uma segiiéncia de genes adjacentes sob o controle
transcricional do mesmo promotor.
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2.5.2 Tradugao: Sintese de Proteinas

Traducdo é o processo de sintese ou fabricacfo de proteinas. Para a fabricagfo das pro-
tefnas & necessdrio que a informac8o armaszenada no DNA (gene) seja transmitida até
estruturas celulares chamadas ribosscmos que residem no citoplasma. Essa transmissio
¢ realizada pelas moléculas de mRNA {RNA mensageiro) que levam em sus estrutura a
mensagem a ser interpretada nos ribossomos, onde ¢é sintetizada a cadeia de aminocacidos
que constituird a proteina.

O ponto chave da traducdo estid no deciframento ou decodificacdo da cadeia de nucle-
otideos na cadeia de aminodcidos. O deciframento esta baseado em triplas de nucleotideos,
chamadas codons, que sdo usados para especificar os aminodcido. A correspondéncia en-
tre uma tripla de nucleotideos e um aminodcido € chamada de codigo genético, e € apre-
sentada em forma de tabela no Apéndice A.1. Combinando os 4 nucleotideos em triplas
obtém-se 64 combinacghes. Embora esse nlimero seja superior aos 20 aminodcidos, mais
do que um codon pode representar um mesmo amincdcido. Dentre os codons possiveis,
3 ndo especificam aminoédcidos, e referem-se a sinais de terminacao da sintese de um ca-
deia de aminoacidos. Esses codons sdc chamados de codons de parada (stop codons). O
codigo genético estabelece também um codon de inicio {start codon), pele qual comeca o
processo de tradugdo do mRNA. Na maioria das proteinas o codon de inicio especifica o
aminoécido metionina, que também estd presente no interior das cadeias.

Sumariamente, o processo de tradugdo € realizado da seguinte maneira: ao combinar-
se com os ribossomos, 0 mRNA tem sua seqliéncia de codons lida, e para cada cedon o
respectivo tRNA (Secdo 2.5.1) é atraido até os ribossomos, e pela complementariedade de
bases é feita a ligagio entre o codon (do mRNA) e o anticodon {do tRNA), liberando o
aminodcido carregado pelo tRNA que é concatenado & cadeia crescente do polipeptideo.
A sintese da proteina é encerrada ao ser encontrado um codon de parada.

Um outro aspecto referente a tradugio é o conceito de quadro de leitura (reading
frame). Um quadro de leitura especifica uma das trés formas de agrupar nucleotideos em
codons. Veja a figura a seguir.

ACGCAGAT ATCAGCA Fita de DNA

|A C GICAGIATA|TCAIGC A| Quadrodeleitura l

AIC G Cla GAIT AT|C A G|C A Quadrodeleitura2

AC|GCA|GATIATC|AGC|A  Quadrodeleitura3

O primeiro quadro de leitura comeca no nucleotideo 1 da fita de DNA, ¢ segundo
no nucleotideo 2 e o terceiro no nucleotideo 3. Se iniciado no nuclectideo 4, os codons
resultam um sub-conjunto dos codons obtidos com inicio no primeiro nucleotideo, sendo
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entao tratados como o mesmo quadro de leitura. Quando se trabalha com DNA ¢ comum
falar em seis quadros de leitura, sendo trés obtidos em uma fita e outros trés obtidos da
fita complementar.

Um quadro de leitura que inicie com um codon de inicio e que ndo contenha codons de
parada € denominado de open reading frame ou ORF. Embora seja comum na prética
o uso dos termos ORF e gene indistintamente, é importante frisar sua diferenca. Toda
regido codificadora de um gene é uma ORF, mas nem toda ORF é um gene. Essa dltima
afirmativa justifica-se pelo fato de gue em uma fita de DNA pode conter muitas ORFs,
mas nem iodas referem-se a um gene.

2.6 Seqgiienciamento de DNA

A biclogia molecular tem direcionado seus esforcos para obter a informacdo bésica de
uma molecula de DNA ou seja, a sua segiiéncia de nucleotideos ou a sua segiidncia de
bases. Determinar cada uma das bases de uma meolécula de DNA é o processo chamado
seglienciamento.

Apesar dos avancos tecnologicos em manipular moléculas de DNA, ha ainda um limi-
tante no ndmero de bases gue poden ser lidas pelos procedimentos laboratoriais. Nesses
experimentos, mesmo havendo a possibilidade de se trabalhar com segmentos longos de
DNA, somente as 700 primeiras bases (aproximadamente) podem ser lidas ou seqiliencia-
das diretamente. Por outro lado, moléculas de DNA em geral, como 0s cromossomos, sac
muito longas, variando de milhares a milhdes de pares de bases.

A alternativa usada para lidar com essa diferenca de grandezas consiste em fragmentar
aleatoriamente a molécula de DNA, seqiienciar individualmente os fragmentos gerados e
usar as segli®ncias obtidas na reconstituicdo da segiiéncia completa da molécula. Isso é
conhecido como montagem de DNA.

Uma alternativa anterior & montagem de DNA, conhecida como seqiienciamento
direto, tem como principio seqlienciar um segmento a partir de uma das extremidade da
molécula de DNA| usando entao a seqiiéncia obtida para seqiienciar o segmento seguinte.
Executando-se iterativamente esses passos, sac cbtidas uma a uma as sub-seqiiéncias que
constituem a seqgliéncia completa. Um exemplo desse tipo de seqiienciamento é conhecido
como primer walking, no qual os segmentos sio obtidos a partir da sintese {artificial) de
primers obtidos da seqliéncia obtida anteriormente {mais datalhes sobre primer estdoc na
Secio 2.6.2.3). A principal desvantagem dessa alternativa é que o processo é totalmente
seqliencial e lento.

(O processo de seqiienciamento de uma molécula de DNA envolve varias manipulacoes
experimentais. Em particular estdo envolvidas as tarefas de fragmentacdo, de cdpia e de
leitura de DNA, que sdo descritas individualmente a seguir. Mais adiante serd apresentado
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o processo global de seqiienciamento de DNA, partindo de uma molécula de DNA até
chegar nas segiiéncias de seus fragmentos.

2.6.1 Fragmentacao

Atualmente, é relativamente ficil quebrar uma molécula de DNA e separar os fragmen-
tos obtidos de acordo com seus comprimentos. Existemn basicamente dois métodos que
realizam a fragmentacdo de uma molécula de DNA: digestdo e shotgun.

No método de digestdo sdo usadas enzimas de restricio, que agem como tesouras, cor-
tando o DNA em segmentos especificos chamados sitios de restricdo, que s30 reconhecidos
pelas enzimas de restrigdo. Essas enzimas agem nas células bacterianas como defensoras,
cortando (digerindo) e degradando DNAs estrangeiros ou invasores. Os sitios de restricio
tém sua seqiiéncia conhecida e sdo curtas (4, 6 ou 8 bp). Em grande parte das enzimas,
o corte ¢ feito de tal forma gue as extremidades dos dois segmentos de DNA resultantes
tenham a fita 5 um pouco mais curta que a fita 3, ou a fita 3’ seja um pouco mais curta
que a fita 5. Isso possibilita que fragmentos cortados com a mesma enzima sejam ligados
por tais extremidades (veja um exemplo na Figura 2.6). Essas pontas s&o conhecidas
como sticky ends. H& também enzimas que cortam uma molécula e deixam pontas retas
{blunt ends), ou seja ndo tém a extremidade 5 nem a 3 protuberantes.

No método shotgun, uma solugdo contendo DNA (vdrias cépias de uma molécula) é
submetida & elevadas taxas de vibragaoc, fazendo com que as moléculas sejam quebradas
aleatoriamente em diferentes pontos. O processo de vibragdo pode ser acionado com ar
ou com ultra-som. O primeiro processo é chamado de nebulizacfo e o dltimo é chamado
de sonicagao.

Apés a quebra, os fragmentos de DNA séo separados conforme seu comprimento em
um processo conhecido como eletroforese em gel. Nesse processo os fragmentos sio
colocados em uma solucio gelatinosa chamada gel, e sobre a agdo de um campo elétrico
movem-se do polo negativo {onde sdo colocados inicialmente) para o polo positivo. No gel
os fragmentos mais curtos movem-se mais facilmente do que os fragmentos mais longos, e
apGs um determinado periodo de tempo estardo mais préximos do pole positivo do que os
mais longos. Antes de serem colocados no gel, os fragmentos sdo rotulados com isdtopos
radioativos ou com corantes fluorescentes (dyes), para que possam ser localizados apés
a corrida do gel. No primeiro caso, apds sua corrida, o gel é fotografado, produzindo-se
um registro (autoradiograma) das localizacbes onde foram identificados os fragmentos de
DNA. A Figura 2.5 apresenta um esbogo de um gel fotografado, onde as pequenas barras
horizontais indicam a presenca de DNA. De maneira andloga, o gel contendo fragmentos
marcados com os corantes fluorescentes é submetido & acdo de uma luz ultra-violeta,
sendo entdo destacados pelo britho os pontos do gel onde hd DNA. Uma das maneiras de
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Figura 2.5: Esbogo de autoradiograma de um gel. Os tragos horizontais indicam a pre-
senca de DNA. As linhas verticais pontilhadas representam as canaletas onde sio colocados
os fragmentos.

estimar o comprimento dos fragmentos é fazer o processo em paralelo com fragmentos de

comprimento conhecido. No caso, sdo usados canais {ou canaletas) separados para cada
uma das amostras de fragmentos.

2.6.2 Amplificacac

Para fazer experimentos com DNA, é necessiric uma quantidade razodvel do mesmo
material. Isso é conseguido pelo processo chamado de amplificagdo de DNA, pelo qual
sao produzidas cdpias de uma molécula ou fragmento de DNA. Para isso, existem as
técnicas de clonagem e de PCR, que sdo descritas a seguir.

2.6.2.1 Clonagem de DNA

Uma das maneiras de amplificar um DNA, & usar a natureza para isso. Nesta aborda-
gem, o DNA de interesse (fonte) ¢ introduzido no DNA de uma célula hospedeira, que
ao multiplicar-se, replica seu material genético para seus descendentes junto com o DNA
inserido (inserto). Assim, apés um determinado periodo de incubacfo, uma quantida-
de exponencial de células é produzida, com uma cépia do DNA fonte em cada célula.
As cépias ou os clones de DNA sdo retirados {extraidos) das células pelo processo de
purificagdo.

A moiécula de DNA que recebe o inserto é chamade de vetor, e contém segmentos
reconhecidos pela maquinaria de replicacdc da célula. O DNA resultante da combinacio
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entre vetor ¢ inserto é chamado de DNA recombinante. Abaixo sdo descritos alguns dos
principais tipos de vetores usados na clonagem de DNA.

Plasmideos

Plasmideocs s@o moléculas de DNA circular autdénomas encontradas em organismos como
bactérias e leveduras. Seu comprimento geralmente varia entre 1 e 10 kb. No processo
de divisdo da célula, assim como o cromossomo, os plasmideos s80 também replicados e
passados para células descendentes.

(s vetores de plasmideos tém em geral 3 kb de comprimento, e possuem uma origem
de replicagéo e genes de resisténcia a antibidticos {ver Secdo 2.6.4). Além disso, podem
conter também um polylinker, ou seja, um segmento sintético composto de diferentes sitios
de restricdo, que possibilita uma aplicacdo mais ampla do vetor, no sentido de permitir,
por exemplo, que fragmentos gerados por diferentes enzimas de resirigio sejam clonados
pelo mesmo vetor.

Embora seja possivel insertos de até 15 kb em plasmideos, na prética é comum 0 uso
de insertos mais curtos {até 5 kb), pois vetores de plasmideos com insertos mais longos
estA0 mMencs propensos a terem sucesso na replicacgéo.

Apesar de ser comum o uso de plasmideos como vetores, eles apresentam uma limitagao
quanto ao comprimento dos insertos. Além disso, pode acontecer de determinados insertos
nio conseguirem sucesso na clonagem, pois pode haver genes presentes no inserto que
codificam proteinas téxicas para a bactéria hospedeira.

Bacteridfagos

Bacteriéfagos sdo virus que infectam bactérias. Virus so caracterizados como parasitas,
que para se reproduzirem usam a maquinaria celular. Os virus possuem uma estrutura
simples, composta em geral de uma molécula de DNA ou RNA envolvida por uma cépsula
formada de proteinas. Ao infectar uma célula, um virus pode exibir um comportamento
ativo (ciclo litico), do qual sfo produzidas cépias de DNA virais, que apds a degradacéo
da célula infectam outras células. Os virus podem, por outro lado, assumir um com-
portamento passivo (ciclo lisogénice), ficando incubados na célula até que eventualmente
assumam seu estado ativo.

Os bacteridfagos, também chamados fages, por terem seu comportamento e estrutura
molecular bem conhecidos, sdo usados também como vetores de clonagem. Um exemplo
tipico desse tipo de vetor é o fago A. Esse fago possui uma cabeca em forma hexagonal
que envolve o DNA genOmico viral de aproximadamente 50 kb, e uma cauda cuja funcéao
¢ aderir-se & parede celular da bactéria, permitindo que o seu DNA seja introduzido na
célula. O DNA viral é replicade dentro da célula e suas cépias 530 empacotadas para
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formar novos virus,

Para ser usado como vetor de clonagem, o DNA do fagoe A fol modificado, sendo re-
movidos os genes relacionados ao ciclo lisogénico do virus, juntamente com alguns outros
segmentos. Com isso, fol retirado cerca de 25 kb do DNA viral, cujo comprimento cor-
responde ao comprimento maximo do inserto permitido nesse tipo de vetor. O virus
contendo ¢ DNA recombinante, ac infectar uma bactéria terd entdo um comportamento
ativo, disparando o ciclo de replicagio viral e conseqgiiente degeneragio da célula. Com o
rompimento celular, as particulas virais liberadas infectam outras células, reiniciando o
ciclo. Apds um determinado periodo, indmeras céplas do inserto serdo produzidas,

Cosmideocs

Cosmideo é o nome dado aos vetores fabricados com elementos do fago A e do plasmideo.
Tais vetores permitem receber insertos de 35 a 45 kb.

O DNA recombinante formado por um vetor de cosmidec e um inserto é reconhecido
pela presenca de segmentos do fago A (chamados cos) e empacotado como um tipico DNA
viral. Vale notar que o comprimento do DNA recombinante ndo excede o comprimento
de 50 kb possivel ao fago A. Ao ser injetado em uma célula pelos mecanismos do fago, ¢
DNA recombinante circulariza-se, formando um grande plasmideo. De maneira andloga
20s plasmideos, o cosmideo replica-se durante processo de divisdo da célula, e essa réplica é
passada juntamente com restante do material genético da célula origindria para as células
descendentes.

Outros Vetores

Qutros tipos de vetores usados para clonagem visam aceitar insertos mais longos. Dentro
dessa categoria existem os vetores de YACs, do bacteriéfago Pl, de BACs e de PACs.

Atualmente, os vetores chamados de YAC ou cromossomo artificial de levedura (yeast
artificial chromosome) permitem receber insertos 1nuito longos, que chegam a aproxima-
damente 1000 kb. Esse vetor é incubado em células da levedura Saccharomyces cerevisae,
que diferente dos vetores descritos acima sfo incubados em células da bactéria Escherichia
coli.

Além dos componentes basicos de replicagio de um cromossomo natural, o vetor YAC
contém alguns marcadores de selegdo ¢ pelo menos um sitio de restricdo onde entrard
o inserto. Os marcadores de sele¢do sdc genes que estdo inativos na célula hospedeira e
est8o ligados 3 fabricagdo de nutrientes essenciais para sua sobrevivéncia. Assim, somente
células contendo o DNA recombinante de YAC conseguem scbreviver, ¢ que facilita a
recuperacio dos clones de DINA. Um problema com esse tipo de vetor é que pode haver
mudancas na seqiiéncia de nucleotideos do inserto.



2.6. Segiienciamento de DNA 18

Os vetores de bacteridfagos P1 sdo similares aos vetores de fago A, A principal diferenca
¢ gue o genoma do fago P1 é maior do que o genoma do fago A. Assim, um vetor P1 pode
aceitar insertos bem mais longos, que chegam até 125 kb.

BACs ou cromossomos artificiais de bactéria {bacterial artificial chromosome) sio ve-
tores baseados também em plasmideos. No entanto, BACs baseiam-se em um plasmideo
diferente, que é maior gue os plasmideos descritos acima, aceitando insertos de 300 kb ou
mais longos.

Os vetores de PACs ou cromossomos artificiais derivados do fagoe P1 (Pi-derived arii-
ficial chromosome) sio formados por carateristicas oriundas dos vetores do fago P1 e dos
BACs. PACs aceitam insertos de até 300 kb.

2.6.2.2 Detalhes da OUbtencio de Clones de DNA

As subsecles acima descrevem 0s conceitos de clonagem de DNA enfatizando a manipu-
lacdo de unidades de moléculas. Na pratica trabalha-se com milhares de moléculas ao
mesmo tempo, de maneira que os eventos biclégicos entre elas ocorram. A seguir, sdo
apresentados 08 passos para obtencdo de clones em plasmideo, que em linhas gerais valem
pars 0s outros vetores.

A combinacdo de insertos e vetores ¢ feita misturando-se em uma Unica solugdo a
amostra de fragmentos e os vetores preparados para receberem umn inserto, juntamente
com enzimas de restrigdo e ligases. As enzimas de restrigio s8o usadas para abrir os
plasmideos. As ligases s8o enzimas que fazem a ligagio entre segmentos de DNA por suas
extremidades, e no caso juntam os fragmentos de DNA com os vetores.

Fragmentos gerados por digestéo podem ser diretamente inseridos nesses vetores que
também tenham sido digeridos com as mesmas enzimas de restricdo (Figura 2.6). Para
inserir fragmentos oriundos do método shotgun em plasmideos, os fragmentos sofrem
um tratamento enzimdatico que torna suas pontas retas (blunt ends). O vetor é também
linearizado pela digestao com uma enzima de restricdo que corta a fita de DNA deixando
as extremidades retas, sendo ent@o fragmento e vetor ligados pela agdo das ligases.

Apbs a combinacdo entre as moléculas, elas sdo introduzidas em bactérias de Fscheri-
chia coli, por um processo chamado de transformacio. E importante relatar que quando
um vetor entra em uma bactéria, ele inibe a entrada de outros, condicionando entio
essa bactéria a receber um dnico inserto. Assim, a solugdo resultante do processo de
transformagao passa a conter as seguintes classes de bactérias:

1. bactérias com fragmentos de DNA;
2. bactérias com vetores abertos;

3. bactérias com vetores fechados sem inserto;
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Figura 2.6: Inserto e vetor ligados pelo mesmo sitio de restricio.

4, bacterias com vetores fechados com inserto;

A classe de interesse ¢ claramente a Gltima. Para separar ou distinguir essa classe de
interesse das demais, utiliza-se algumas estratégias. Veja a seguir como isso é feito.

As bactérias sdo espalhadas em placas {prato dish) contendo um meio adequado para
seu crescimento e também um tipo de antibidtico. Aqui, gracas a um tipo especial de
diluigdo da solugao, cada uma das células fica bastante separada das demais. Isso é
aessencial para garantir que cada coldnia (isto é, a bactéria original sub-dividida em milhdes
de cépias) contenha dentro de cada célula constituinte uma cdpia do mesmo inserto que
entrou inicialmente (e no vdrios insertos diferentes).

As bactérias da classe 1 ndo mantém o gene de resisténcia a antibidtico, e na presenca
deste ndo sobrevivem. Nas bactérias da classe 2, o vetor é reconhecido como um DNA
estrangeirc, e entao é degradado pela célula. De forma andloga a classe 1, essas bactérias
em melo ao antibidtico ndo sobrevivem. As bactérias das classes 3 e 4 crescemm, formando
entdo coldnias que sdo identificadas na placa por pequenas porcdes em forma circular
(Figura 2.7). A distingdo entre coldnias de bactérias da classe 4 das demais, é baseada em
wm outro gene presente no vetor que codifica a enzima S-Galactosidase, que degrada um
substrato que produz uma pigmentacdo azul. A abertura dos vetores de plasmideos é feita
pontualmente nesse gene. Assim, nas bactérias cujo vetor de plasmideo néo tenha recebido
0 inserto, a enzima ¢ ativa, apresentando a coldnia respectiva uma pigmentacdo azul, que
a difere das demais coldnias {cor branca) em que o gene da enzima foi interrompide pelo
inserto.

As colonias com insertos sfio entdo arranjadas em placas de 8 x 12 posicdes. Cada
posigac nessas placas corresponde entdo aos clones dos insertos, os quais passam a ter
uma identificacdo. A passagem de bactérias de uma placa para outra é feita com o uso
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igura 2.7: lustracdo de uma placa contendo coldnias de bactérias. Os pontos brancos
referem-se a5 coldnias com insertos e os pontos sombreados referem-se 4s coldnias sem
insertos.

de pontas esterelizadas, que s@io espetadas uma tUnica vez em uma coldnia e a seguir
colocadas individualmente em cada posigdo da outra placa. Esse processo é chamado de
“picar coldnia’.

Para cbter somente os clones de DNA deve ser feita uma purificacdo. HEsse processo
envolve remover 0 DNA das células e separar 0 DNA recombinante do DNA da bactéria.
Para isso, a colonia é colocada em um tubo contendo uma solugido com detergente que
causa o rompimento da membrana das bactérias, liberando o DNA bacterial e o DNA
do vetor. Utiliza-se entdo uma centrifuga para ajudar a separar os elementos contidos
na solugdo, segundo a sua densidade. Com a centrifugagdo, os vetores com inserto que
sdo bem mais curtos, ficam em suspensdo na solugdo, enquanto que o DNA bacterial,
proteinas e restos celulares vao para o fundo do tubo.

2.6.2.3 PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) é um processo laboratorial baseado na reacio de en-
zimas, de onde sdo sintetizadas fitas novas de DNA  a partir de uma molécula de DNA
molde. O principio bésico do processo é que em cada reagdo, duas novas moléculas de
DNA sdo produzidas a partir do DNA molde. As novas moléculas sintetizadas séo entao
usadas na proxima reagdo como o DNA molde. Assim, apds repetidos ciclos, é gerada uma
quantidade exponencial de cépias. Numa reacdo de PCR estdo envolvidos os seguintes
componenses:

¢ DNA molde: molécula ou fragmento de DNA a ser copiado.
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e Polimerases de DNA: as polimerases usadas no PCR trabalham em ambientes de
alta temperatura.

e primers: um par de primers sintetizados quimicamente, que delimitam o segmento
de DNA a ser copiado;

# Nucleotideos livres: uma quantidade de nucleotidecs que serdo usados pelas poiime-
rases na sintese das novas fitas de DNA,

(» processo de PUR basela-se em trés fases: denaturacfo, anelamento de primers ¢
extensao. Na denaturagio, pelo aquecimento da reacBo, ocorre a desestabilizag@o da
hélice dupla e sua separaco em fitas simples de DNA, capazes de serem copladas pelas
polimerases. A seguir, na fase de anelamento de primers, a reacéo ¢ resfriada permitindo
gue os primers liguem-se as fitas denaturadas. Por fim, aquecendo novamente a reacio
{a uma temperatura que ndo possibilite uma denaturacdo), as polimerases tornarm-se
ativas e, orientadas pelos primers, iniciam 2 sintese das novas fitas de DN A, adicicnando
nucleoctideos complementares aos da fita usada como molde.

Como vantagem sobre a clonagem, o PCR tem a rapidez. No entanto, tem como
desvantagens a necessidade de conhecer as seqiiéncias delimitadoras do segmento a ser
amplificado, e é aplicdvel somente para segmentos de DNA curtos, tipicamente menores
gue 5 kb.

2.6.3 Leitura de DINA

Os procedimentos que envolvem a leltura de bases de DNA s80 baseados na técnica de
eletroforese em gel (Secio 2.6.1). No caso, os fragmentos envolvidos correspondem
a segmentos do DNA alve (a ter sua seqgiiéncia de bases determinada) e sdo produzidos
de tal forma que tenham comprimento diferindo em apenas uma base. Tomando-se por
exemplo um pedago de DNA que tenha a seqiiéncia de bases TAGCTGACTC, teriamos os
seguintes fragmentos {as letras mafusculas apenas enfatizam a base terminal):

T

TA

taG

tagC

tagcT
tagctG
tagctga
tagetgal
tagctgacT
tagcetgactl
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Figura 2.8: Esbogo de uma imagem de gel de segiienciamento de DNA, mostrando a
seqiiéncia de bases obtida, que no caso ¢ lida de baixe para ¢ima, como mostrado &
esquerda da figura.

Um dos métodos de seqlienciamento baseado nessa idéia é conhecido como Dideoxi ou
Sanger. Nesse caso, o DNA alvo € submetido a um processo de amplificacdo baseado em
PCR (Secdo 2.6.2.3), chamado reagfo de seqlienciamento. Além de cdpias do DNA alvo,
nucleotideos livres e primers, esse processc usa como componente adicional nucleotideos
terminadores de cadeia chamados dideoxi-nucleotideos. Esses nucleotideos especiais néo
possuem o grupo hidroxil no carbono niimero 3 da pentose. Assim, guando concatenados
pela polimerase a cadeia crescente de nucleotideos, encerra-se a sintese da fita de DNA.
Nessa reacdo é usado apenas um tipo de primer, que indica o inicio do segmentc a ser
amplificado.

Fazendo separadamente a reagdo para cada um dos quatre dideoxi-nucleotideos (cor-
respondentes aos quatro nucleotidecs), e submetendo os quatro conjuntos de fragmentos
amplificados & eletroforese, obtém-se um gel de onde é feita a leitura das bases, como
ilustrado na Figura 2.8.

Desde algum tempo, surgiram maquinas de seqiienciamento que automatizam o proces-
so de leitura de bases de DNA. Nesses instrumentos, o processo de eletroforese é combinado
com um emissor de raio laser, que excita os fragmentos rotulados, causando a emissao
de florescéncia que é detectada em padrGes que correspondem as bases do DNA alvo.
Esses padrdes sio passados para um computador, onde é gerada a imagem do gel. Mais
recentemente, surgiram maquinas capilares, que em linhas gerais tém o mesmo principio,
e nao serao descritas aqui.

Em uma das abordagens do seqilenciamento automatizado, adotada pelas méquinas
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ABI [3], os fragmentos sdo rotulados com corantes fluorescentes (dyes) de acordo com a
sua base terminal e, em seguida, sdo colocados conjuntamente em uma mesma canaleta.
Durante a corrida do gel, os corantes emitem um sinal de luz com comprimento de onda
distinto quando excitados pelo raio laser. A imagem do gel revela entao na segliéncia de
cores de cada uma de suas canaletas, a seqiiéneia de bases de cada uma das amostras
de DNA colocadas para leitura (Figura 2.9). As mdqguinas de seqlienciamento abuais
processam até 90 seqiiéncias de uma vez, e sAo capazes de obter leituras de até 100G bp,
que representam um ganho de 3 a D vezes em relagdo ao seqiienciamento manual.

No computador, a imagem do gel passa por um processo chamado de fracking. Nes-
se processo cada uma das canaletas é analisada via software, produzinde-se no final as
seqliéncias individuais em forma de eletroferogramas ou cromatogramas. Cromatogra-
mas 840 arquivos bindrios com tamanho aproximado de 250 kbytes e correspondem ao
dado “cru” {raw defa) de uma seqliénecia. Visualmente, um cromatograma refere-se a um
conjunto de quatre linhas com amplitude distinta para cads padrio de comprimento de
onda detectado pelas maquinas de seqlienciamento. Veja no lado esquerde da Figura 2.5
a visualizagdo do cromatograma referente a canaleta 77.

O processc de fracking estd sujeito a erros, oriundos diretamente de problemas no gel,
como sinais fracos ou mesmo ausentes em suas canaletas (como a canaleta 69 da Figu-
ra 2.9), e deslocamento de canaletas vizinhas. Os problemas no gel podem ser causados
por uma série de fatores [3], como por exemplo, falhas em algum componente do préprio
seqlienciador ou na reacio de seqienciamento. Logicamente, os cromatogramas sao dire-
tamente afetados pelos problemas no gel. Um exemplo critico disso sdo cromatogramas
sem dado rastreado (no trace dataj, ou seja, ndo contém dado 1til sobre a seqiiéncia de
bases.

Cromatogramas sdo interpretados por wm processo chamado de base-calling, pelo
qual é obtida efetivamente cada uma das letras gue constituem a seqiiéncia de DNA.
A seqiiéncia de letras &, G, C, T resultante da interpretacdo dos cromatogramas é chamada
de read. Em decorréncia da imprecisdo dos dados de um ¢romatograma, ¢ processc de
base-calling também estd sujeito a erros, que caracterizam-se por substituigoes, insergdes
e remocdes de bases, Hsses erros podem acontecer na pratica em até 5% das bases de uma
seqiléncia.

2.6.4 Visao Global de Seqiienciamento

As secdes acima descrevem individualmente as principais etapas envolvidas no processo
de seqilenciamento de DNA. Nesta secao, serd descrito o processo global para genomas de
bactérias, onde ¢ suficiente geralmente o uso apenas de vetores de plagmideo e cosmideo.
Serdao mostrados 0s passos dentro de cada etapa, partindo da molécula de DNA alvo até
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Figura 2.9: Figura de um arquivo de gel obtido com seqlienciamento automatico de DNA.
Na vertical estdo as canaletas. As cores representam cada uma das bases: verde como
A, azul como C, amarelo como G, vermelho como T. A esquerda, estd a visualizagdo do
cromatograma da segiiéncia correspondente a canaleta 77,
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chegar na seqiiéncia de seus fragmentos, como ilustrado no diagrama da Figura 2.10.

A primeira etapa do seqiienciamento dentro desse esquema estd associada & fragmen-
tacho do DNA original em fragmentos curtos o suficiente de serem segilenciados direta-
mente. O DNA alvo corresponde a vérias cdpias do DNA original.

Da etapa de fragmentacio (Secdo 2.6.1) do DNA alvo (obtida por digestdo, nebuli-
zaGa0 ou sonicacio), obtém-se uma grande guantidade de fragmentos com comprimentos
variados e de diferentes partes do DNA original. Em geral os fragmentos sio divididos
¢ selecionados segundo seu comprimento, podendo-se amostrar mais de um conjunto de
fragmentos. Uma outra possibilidade é fazer amosiras distintas de fragmentos para as
diferentes técnicas de fragmentacdo. Essas amostras de fragmentos quando submetidas a
clonagem, formam as chamadas bibliotecas de clones {ou clone library).

As amostras de fragmentos s&c passadas entao para a etapa de amplificacéo
(SecBo 2.6.2), onde a técnica de clonagem {Secio 2.6.2.1) é predominantemente usada.
Nesta etapa, os fragmentos s8o inseridos em vetores, e em seguida colocados em bactérias
pelo processo de transformacéo {Secdio 2.6.2.2). As bactérias ento multiplicam-se  for-
marm colbnias. Para recuperar somente os clones de DNA, é feita entdo a purificacio.

Os insertos podem ser ainda longos demais para serem segiienciados diretamente,
requerendo sua sub-clonagem (sub-fragmentacdo e clonagem) em fragmentos de DNA
menores, como ilustrado pela linha tracejada na Figura 2.10.

A proxima etapa do esquema refere-se a leitura de DNA. Us clones de DNA s&o usados
na reagdo de seqilienciamento, de onde sdo produzidos fragmentos de DNA como descrito
na Secdo 2.6.3. O material de DNA resultante dessa reacio € colocade nas méaquinas
de seqilenciamento, onde é automaticamente feita a corrida do gel e entdo geradas as
segliéncias na forma de cromatogramas.

Um aspecic importante sobre a leitura de DNA € que somente as extremidades do
fragmento, inserto ou clone de DNA s&o lidas. Assim, de acordo com o seu comprimento,
o fragmento poderd ter sua seqiéncia totalmente determinada ou ndo. Ou seja, se um
fragmento tiver até 2 kb, a leitura das duas extremidades deve ser suficiente para deter-
minar toda a sua seqiiéncia. No entanto, para fragmentos mais longos, a sua leitura ou ¢
seu seqiienciamento completo depende de outras alternativas, como o primer walking ou
ainda uma sub-clonagem.

Como foi visto na Seco 2.6.3, a leitura de DNA depende da reacfo de segiienciamento.
Essa reacio usa um primer que indica o inicio do segmento a ser amplificado. Como
visto na Secdo 2.6.2.3, primers sdo sintetizados artificialmente a partir de segiiéncias
conhecidas. No entanto, ndo se conhece a seqiiéncia do insertc em questdo. Porém,
as seqliéncias dos vetores sdo conhecidas ¢ o DNA recombinante (vetor e inserto) entra
na reacdo de seqienciamento. Assim, os primers sdo sintetizados usando a seqiéncia
dos vetores, havendo um primer para para cada um dos dois segmentos adjacentes as
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extremidades do inserto.
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Capitulo 3

’rojetos Genoma

0 estudo de um genoma é uma tarefa complexa, e envolve uma série de etapas até que
se consiga chegar a resuliados mals concretos, que possam entfo ser aplicados na pritica
{por exemplo, prevencdo ou tratamento de doengas). A primeirs etapa nessa direcio
corresponde determinar a segiiéncia de bases do genoma e, identificar e caracterizar seus
genes. Os projeios genoma ou mais especificamente os projetos de seqiienciamento de
genoma atuam exatamente nessa etapa e seguem em geral duas abordagens. A primeira
visa determinar a segiiéncia completa do genoma alvo e consequentemente a obtencgio de
seus genes, e a outra, conhecida como seqgiienciamento EST, procura determinar somente
segmentos do genoma que expressam genes. Neste capitulo, apresentaremos essas duas
abordagens, descrevendo suas principais etapas e diferencas. Além disso, apresentaremos
uma descrigdo sucinta de alguns dos projetos genoma mencionados neste trabalho, da
rede ONSA e do LBIL

3.1 Projetos de Sequenciamento de Genomas Com-
pletos

Uma das abordagens empregadas para segilenciar um genoma é fazé-lo por completo, ou
seja, determinar a sua seqiéncia de bases, podendo entdo serem identificados os seus genes.
Seqgiienciar um genoma compreende o seglienciamento de cada uma de suas moléculas de
DNA. O seglienciamento de uma molécula de DNA ¢ dividido em duas etapas. A primeira
etapa, essencialmente bioldgica, visa fragmentar a molécula e segiienciar individualmente
cada um dos fragmentos {Secdo 2.6). A etapa seguinte, que envolve a drea da computacio,
procura determinar a ordem dos fragmentos, de onde pode ser entdo deduzida a seqiiéncia
de bases completa da molécula. Com a seqiiéncia de DNA determinada, pode-se entéo
passar para o processo de identificacdo e andlise dos genes, conhecido como anoctago.

28
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O roteiro geral seguido pelos projetos de genoma completo compreende as etapas de
seqiienciamento, de montagem e de anctagio, e sdo descritas a seguir.

3.1.1 Segiienciamento

Esta etapa consiste de dois passos fundamentais. A quebra da moléculs e o seglienci-
amento propriamente dito dos fragmentos obtidos. O ponto chave desta etapa estd no
primeire passo, onde sdo determinadas as estratégias de seqiienciamento. Uma estratégia
de seqlienciamento define como deve ser dividido e, possivelmente, sub-dividido o DNA
alvo até que se consiga fragmentos de comprimento que possam ser seqiienciados direta-
mente. A idéia geral seguida pelas diferentes estratégias é criar uma hierarquia baseada
no comprimento dos fragmentos, comecando com fragmentos longos e terminando com
fragmentos curtos {Figura 3.1). No processo de fragmentaclo, dois pontos devem ser
notados. Primeiro, ac quebrar uma molécula de DNA (ou um fragmente}, a ordem dos
fragmentos (ou sub-fragmentos) ¢ perdida, ou seja, ndo é conhecida a localizacdo dos
fragmentos no DNA original. Qutro ponto € que somente uma amostra dos fragmentos
obtidos sdo seqilenciados.

A ordem entre os fragmentos pequenos {aproximadamente 700 bp) pode ser obtida
comparando-se suas segliéncias diretamente. Pordm, para fragmentos maiores a infor-
magio de sobreposicdo deve ser obtida de outros modos. Nesse caso, devem ser utilizados
os chamados mapas de DNA [32]. Esses mapas contém informactes sobre a localizagao de
certos marcadores em uma molécula de DNA. Marcadores sao segiiéncias curias, Gnicas
e conhecidas, que se sabe existirem na molécula. Comparando-se dois fragmentos entre
si em termos de seus marcadores, é possivel determinar se eles tém ou ndo sobreposigao
e desse modo ordené-los. Existem dois tipos de mapas de DNA: mapas de restricdo e
mapas de hibridizagdo. Os primeiros sdo construidos & partir de experimentos com en-
zimas de restrigdo, que indicam a presenca de sitios de restricic existentes no DNA. Os
tltimos s&c construidos a partir da anélise de ligacio (hibridizacao) entre segmentos de
DNA rotulados {chamados sondas) e 0 DNA.

Estratégias de seqgiienciamento comumente utilizadas sdo o segiienciamento shotgun,
seqlienciamento por cosmideos e seqiienciamento baseado em pontas. O seglienciamento
shotgun é o método de seqlienciamento mais utilizado atualmente. Nessa abordagem,
vérias ¢épias ou clones de um DNA sdo quebradas aleatoriamente (Secdo 2.6.1), gerando
fragmentos de comprimentos diversos entre 1 e 5 kb. Como o processo de quebra ¢ ale-
atério, com grande probabilidade os fragmentos de diferentes clones terdo sobreposigio
entre si e todo segmento da molécula criginal estard representado em algum fragmento.
Seqiienciando-se os fragmentos individualmente, e subsequentemente analisando as sobre-
posicoes entre eles, pode-se deduzir entio a segiiéncia completa da molécula original de



3.1. FProjetos de Seqiienciamento de Genomas Completos 30

PR

Figura 3.1: Exemplo de estratégia de seqiienciamento envolvendo fragmentagdo e sub-
fragmentacdo. Primeiramente sdo gerados fragmentos grandes da molécula alvo. A seguir,
cada um desses fragmentos grandes é sub-fragmentado, gerando fragmentos de compri-
mento intermedidrio (ou médio), ainda longos demais para serem segiienciados. Assim, é
feito mais um passo, onde cada fragmento intermedidrio é sub-fragmentado, de onde séo
gerados fragmentos pequenos e possivels de serem seqlienciados.

DNA.

No segiienciamento por cosmideos, também denominado estratégia por cosmideos or-
denados, vérias cOpias de uma molécula de DNA sfo também submetidas a fragmentagio.
Nesse caso, s&o escolhidos fragmentos com comprimente estimado de 40 kbp, inseridos
em vetores de cosmideos. A escolha dos insertos a serem sequenciados € baseada em
dados obtidos pela construgéo de mapas de DNA. Cada fragmento escolhido deve entdo
ser segilenciado individualmente, o que corresponde a uma sub-clonagem. Isso leva a
fragmentos pequenos inseridos em vetores de plasmideo. Constituida a segiiéncia de cada
fragmento inserido em cosmideo, é possivel assim reconstruir a seqiiéncia completa do
DNA original de forma analoga ao seqiienciamento shotgun.

O segilenciamento baseado em pontas compreende de certa forma uma estratégia com-
plementar as outras. O principio dessa abordagem estd em segiienciar apenas as extre-
midades de um inserto (mais longos que 1 kb), nfo necessariamente requerendo todo o
seu seqgiienciamento. A sua combinagdo com o seqiienciamento shotgun é um exemplo
de aplicagdo pratica que traz algumas vantagens. Uma delas é aumentar a amostragem
de clones que podem ser submetidos ac seqienciamento, ndo se restringindo apenas a
clones com insertos pequenos (que podem ser inteiramente seqiienciados). A Figura 3.2
apresenta o exemplo de seqilenciamento de um inserto em cosmideo, usando a abordagem
de shotgun combinada com seqlienciamento de pontas. Nesse exemplo, faltaria apenas
seqilenciar o miolo do clone identificado com ¢ nimerc 5 para obtencac da seqliéncia
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Figura 3.2: Seqllenciamento de um inserto em cosmideo, combinando a abordagem de
shotgun e a baseada em pontas. A linhas mais espessas representam os segmentos seqilen-
ciados. Us nimeros 820 a identificacdo dos clones e as letras a e b referem-se qual a ponta
do clone segiienciada.

completa do inserto.

Vale notar que mesmo sendo uma estratégia de seqgilenciamento bem definida, ela
estd sujeita a erros provenientes da natureza experimental do processo labeoratorial de
seqllenciamento, levando a problemas na etapa posterior de montagem de fragmentos
{ver Secdo 4.1).

3.1.2 Montagem

Com o seqiienciamento dos fragmentos, come¢a a etapa de montagem, que usa entio
as segiiéncias individuais de cada fragmento na reconstrugdo da seqiiéncia completa da
molécula original ou dos fragmentos longos. Assim, de acordo com a estratégia usada,
pode-se distinguir uma montagem global, visando a segiiéncia complets, ¢ montagens
individuais de fragmentos longos. Fazer uma montagem nio é uma tarefa elementar.
Existem vérios fatores que complicam o processo {ver Secfo 4.1), exigindo que haja vérias
iteracOes até que se obtenha a seqliéncia final. Baseado no resultado de cada montagem,
fragmentos podem ser adicionados ou talvez retirados do conjunto de entrada.

3.1.3 Anotacao

Dado que a seqiiéncia completa de DNA de um cromossomeo ou do genoma esteja deter-
minada, pode-se iniciar o processo para determinar e analisar os genes dessa seqténcia.
Esse processo é conhecido como anotagdo. A anotagdo envolve dois passos: a identificacao
¢ a descrigdo {ou categorizacdo) dos genes. O primeiro passo pode ser realizado com ©
auxflio de ferramentas computacionais, que automatizam o processo de reconhecimento
de genes em uma seqiiéncia. J4 o segundo passo, pode ser automatizado em parte, pois
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requer muito a intervencdo humana, no sentido de julgar e atribuir a fungdo bioguimica
de cada seqiiéncia génica.

3.2 Projetos de Sequenciamento de EST

Uma outra abordagem utilizadsa por projetos de seqiienclamento de genoma é conhecida
como EST {Ezpressed Sequence Tag) [9). Seu objetive é segiienciar regides de malor
interesse, ou seja, segmentos do genoma que codificam proteina. O fundamento para essa
abordagem estéd no segiienciamento de ¢cDNAs {Secdo 2.3.1), que no caso sio cépias de
mBNAs, ou seja, dos genes transcritos.

Esse tipo de tecnologia torna mais rédpido o processo de determinacdo de genes, se
comparada com a abordagem de genoma completo, principalmente para genomas de or-
ganismos altamente complexos, como animais e plantas, onde uma parcela geralmente
bem pequena de seu genoma ¢ compreendida por genes. Uma caracteristica desses or-
ganismos vivos é que embora todos os genes estejam presentes nas células, somente umas
porgdo € expressa em determinados tecidos, como discutido na Seg¢do 2.5. Com isso, a
abordagem EST possibilita dominios distintos de estudo dos genes, ou seja, estudar genes
relacionados a um determinado tecide.

Basicamente, um projeto EST pode ser dividido nas mesmas etapas que um projeto de
genoma completo (seqlienciamento, montagem e anotacio) embora possua caracteristicas
bem distintas. Na etapa de seqiienciamento, por exemplo, a meta estd em capturar os
mRNAs de tecidos distintos, transcrevé-los em ¢cDNAs, montar bibliotecas (de clones) dis-
tintas de ¢cDNAs conforme o tecido, e por fim segiienciar individualmente os clones de
c¢DNA. Embora haja uma etapa de montagem em projetos EST sua finalidade estd em
agrupar em clusters as seqiiéncias derivadas do mesmo gene. Essa etapa é conhecida co-
mo clustering. Por dltimo, a etapa de anotacdo visa descrever a funcio de cada uma das
seqiléncias génicas ou cada um dos clusters recuperados com essa técnica.

A diferenca fundamental entre um projeto de genoma completo e um projeto genoma
de ESTs estd no fato de que num projeto EST nada se pode inferir sobre a auséncia
de genes, visto que nac hé garantia de que todos os genes de interesse serfo seqilenci-
ados. Além disso, os projetos de genoma completo fornecem informacbes valiosas sobre
seqiiéncias regulatérias que ndo sfo transcritas no mRNA.
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3.3 Definicac do Papel da Bioinformatica para Pro-
jetos Genoma

A 1mensa soma de dados produzidos em um projeto genoma requer claramente g aplicacio
de processos automatizados, gue envolvem o armazenamento, organizagio e andlise dos
dados. Nesse ambito, a bicinformatica tem o papel de fornecer softwares e ferramentas
computacionais que sdo utilizados nas principais etapas dos projetos genoma {Segbes 3.1
e 3.2):

e Seqlienciamento: entre as tarefas computacionais de andlise realizadas nesta eta-
pa, esta ¢ processo de base-calling, que visg converter os dados produzidos pelas
maquinas seqilenciadoras {raw date) em seqiiéncias de letras.

@ Montagem: essa etapa € essencialmente realizada por um programa de computador
{montador}, que compara as segiiéncias si, encontra a sobreposicio entre elas, e
entdo reproduz a seqgliéncia de uma molécula fragmentada ou agrupa em clusters os

ESTs relativos 2 um mesmo gene.

e Anctacdo: dessa etapa fazem parte programas de computador usados na identi-
ficacao dos genes, envolvidos principalmente em encontrar segiiéncias codificado-
ras (ORFs), e programas de busca de seqgliéncias similares em bancos de dados de
seqiiéncias conhecidas, para ajudar na classificacdo funcional das novas ORFs.

3.4 Projetos Genoma de Procariotos

Apesar do genoma humano ser ¢ mais importante alve de estudos da drea gendmica,
varios cutros projetos genoma de organismos satélites tém sido iniciados e finalizados
(http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdbcomplete.html}, e muitos ainda continuam em anda-
mento (hitp://www.tigr.org/tdb/mdb/mdbinprogress.html}. Esses projetos t8m seu pa-
pel de importincia em relacdo ac projeto humano, pois tém ajudado no aperfeicoamento e
surgimento de novas técnicas e tecnologias de seqiienciamento, bem como na disseminagac
do conhecimento especializado para trabalhar nesse novo campo de pesquisa.

Dentre os diversos organismos alvo de estudo, € representativa a quantidade de pro-
jetos genomas de procariotos, ou seja, pequenos microorganismos como as bactérias. O
genoma desses organismos é simples, quando comparados aos genomas de organismos
mais evoluidos como aminais e plantas. Isso representa uma das principais motivaces
pelo qual se tem estudado essa classe de organismos. Outras motivagoes estdo relacionadas
a aspectos ambientals, agrondmicos e patolégicos do organismo alvo.
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O DBrasil entrou no ramo da gendmica recentemente, com ¢ segiienciamento com-
pleto do genocima da bactéria Xylella fastidicsa, firmando-se no ramo com a realizacio
de outros projetos genoma, como o projeto Xanthomonas e o projeto Xylella PD (Pi-
erce’s disease). Além disso, outros projetos genomsa brasileiros estio em andamento
(http://watson. fapesp.br/genoma3.him e hitp://www brgenelnec.br/index. html} e mos-
tram o resultado do grande investimento nessa drea.

3.4.1 O Projetoc Genoma Xylella fastidiosa

O projeto teve como objetivo principal segiienciar o genoma completo da bactéria Xylello
fastidiosa [33], e também determinar seus genes. Outra finalidade do projeto era disse-
minar a cultura gendmica no paifs, promovendo treinamentos na drea de biotecnologia,
¢ incentivando grupos de pesquisa na drea de biologia molecular a aplicar e desenvolver
essas técnicas em suas proprias pesquisas. Com a finalizacio do projeto, a bactéria Xylello
fastidiosa passou a ser o primeiro patégeno (agente causador de doencas) de planta a ter
seu genoma completamente segilienciado.

( projeto apresenia-se com caracteristicas diferentes em relagdc a sua organizacéo, se
comparado & maioria dos projetos genoma, onde toda infraestrutura de seqiienciamento
processamento de dados é centralizada em uma mesma instituig8o, como é o caso da TIGR
{ The Institute for Genomic Research ), uma das mais conhecidas instituigdes de pesquisa
na 4rea gendmica, e responsavel por grande parte dos genomas seqiienciados. No caso
do projeto Xylella, criou-se uma rede virtual (rede ONSA - Organization for Nucleoti-
de Sequencing and Analysis) composta por laboratérios de biotecnologia geograficamente
distantes e por um centro de bicinformatica, e que possibilita o compartilhamento de
dados e de informagoes entre os laboratérios. Uma das vantagens desse tipo de organi-
zacdo ¢ a possibilidade da troca de conhecimento entre os pesquisadores pertencentes a
diferentes institui¢hes, a dreas de aplicacdo diferentes (plantas, bactérias, etc), ou mesmo
de disciplinas diferentes {computagao e biologia). Outra vantagem é o aproveitamento de
recursos materiais e humanos ja existentes na composicée da infra-estrutura, possibilitan-
do uma economia nos custos do projeto. Considerando a tecnologia de seqilenciamento e
o nimerc de laboratdrios envolvidos, esse tipo de estrutura distribuida pode prover uma
alta taxa de producdo de seqiiéncias em um espago menor de tempo. Veja mais detalhes
sobre a rede ONSA abaixo.

Xylella fastidiose é uma bactéria que causa doencas em plantas. No Brasil, essa
bactéria tem infectado plantagdes de citros causando a CVC (Clorose Variegada de Ci-
tros) [13], doenga popularmente conhecida como “amarelinho”. O impacto dessa doenca
é economicamente sentido em plantagBes de laranja, em especial no estado de S&o Paulo,
que é responsivel por aproximadamente 87% da produgio brasileira, e possui grande par-
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cela na producdo mundial [26]. Com a finalizagio do projeto, observou-se que ¢ genoma
dessa bactéria é formado por irés moléculas de DNA: pelo cromossomo principal com
2679305 bp, e por dois plasmideos, sendo um com 51158 bp e outro com 1285 bp. Foram
identificados 2804 genes. Isso representa apenas umn passc inicial na busca de meios de
combate a doenga do amarelinho. Os passos seguintes farfo uso das informacses obtidas
com o segiienciamento do genoma em estudos mals aprofundados dos genes (projeto ge-
noms funcional), em particular os que estio relacionados a funcio de patogenicidade da
bactéria. Bxplorando-se os mecanismos desses genes, talvez seja entdo possivel encontrar
maneiras praticas de combater a doenca.

A Rede ONEA

A rede ONSA (Organization for Nucleotide Sequencing and Analysis) é constituida por
diferentes laboratdrios de pesquisa de diferentes instituicdes de ensino e pesquisa do estado
de 830 Paulo. Ela fol criada com o apolo da FAPESP (Fundacdo de Amparo 4 Pesquisa
do Estado de S8 Paulo), visando inicialmente o seqlienciamento do genoma da bactéria
Xylella fastidioss e posteriormente de outros genomas. Antes mesmo da finalizac8o desse
primeiro projeto, outros j4 tinham sido iniciados, e atualmente a rede ONSA abriga cutros
projetos (hitp://watson.fapesp.br/genoma3d htm). Fizeram parte do projeto Xylella 35
laboratérios oriundos das seguintes instituictes e cidades:

e Instituto Agronémico de Campinas (IAC) - Campinas

e Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) - Cordeirdpolis

e [nstituto Bioldgico - S&0 Paulo

¢ Instituto Butantan - Sao Paulo

e Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer - Sio Paulo

@ Universidade de Mogi das Cruzes - Mogi das Cruzes

s Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP) - Ribeirdo Preto
s Universidade de Sao Paulo {USP) - Piracicaba

e Universidade de S&o Paulo (USP) - Riberdc Preto

e Universidade de Sdo Paulo (USP) - Sac Paulo

e Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP] - Campinas

e Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Jaboticabal
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o que desperta umn grande interesse por parte da industria de biotecnologia, que usa essa
bactéria para transferir genes de interesse para plantas geneticamente modificadas, como
por exemplo o algod&o, o milho e o tomate.

(O genoima dessa bactéria possul quatro moléculas de DNA, que totalizam juntas 5.67
milhdes de pares de base. Essas moléculas se dividem em: um cromosscmeo circular com
2.84 mb, um cromossomo linear com 2.07 mb, um plasmideo com 542 kb e um plasmideo
com 214 kb. Ac todo, o genoma possul 5419 genes que codificam proteina.

3.5 LBI

O LBI (Laboratério de Bioinformética) foi inicialmente criado para fazer parte do projeto
genoma da Xylella fastidiosa, provendo a estrutura computacional para armazenamento,
processamento e analise dos dados gerados pela rede ONSA. Mesmo antes da finalizacio
desse projeto pioneiro no Brasil, o LBI j4 estava envolvido com os projetos genoma Xantho-
monas ¢ SUCEST, e posteriormente com outros projetos
{http://www.lbi.ic.unicamp.br).

Comecando com trés pessoas e apenas uma estacdo de trabalho, o LBI cresceu e
atualmente possui diversas maquinas (http://www.Ibi.ic.unicamp.br/ibi-hardware. html),
entre estagbes de trabalho e servidoras, além de ter aumentado os recursos humancs
{(http://www.lbi.ic.unicamp.br/lbi team.html).

Além das maéquinas e pessoas, o LBI possui trés sistemas de software principais vel-
tados para érea de bioinformaética. Os dois primeiros referem-se a0s sistemas empregados
em projetos de genoma completo e estdo descritos neste trabalho. O outro sistema estd
associado a projetos genoma de ESTs e é capaz de organizar os dados gerenciais do pro-
jeto, receber e analisar as seqiiéncias, fazer o clustering das seqiiéncias, e diponibilizar
varias informacoes sobre os dados processados. Esse sistema foi desenvolvido no projeto
SUCEST e est4 sendo utilizado (com algumas modificagdes) no projeto EST Schistosoma
mansoni (http://verjo18.iq.usp.br/schisto).



Capitulo 4

1oinformatica de Base

Por bioinformdtica de base entende-se as seguintes tarefas:

1. recebimento, armazenamento e organizacio dos fragmentos de DNA gerados pelos
laboratdrios;

2. processamento preliminar dos fragmentos;

3. montagem dos fragmentos.

A tarefa tecnicamente mais complexa ¢ a terceira, e suas complexidades influenciam
nas duas primeiras. Por esses motivos, iniciamos os capitulo descrevendo o processo de
montagem. Seguem-se outras segdes que daoc detalhes sobre as demalis tarefas tais como
realizadas no projeto Xylella fastidiosa.

4.1 Montagem

Esta se¢éo se baseia no capitulo 4 de Setubal e Meidanis [32]. A montagem de fragmentos
visa determinar a ordem de uma colecéo de segiiéncias de fragmentos de umn mesmo DNA,
com base na sobreposicdo que exista entre elas, para assim obter a seqiléncia de bases
do DNA original. Veja a seguir um exemplo simples do problema. Dado o conjunto de
segiiéncias, o objetive é produzir um arranjo (layout}, colocando uma seqiiéncia sobre a
outra, inserindo espagos {representado pelo caracter *-7) de tal forma que os segmentos de
sobreposicdo fiquem alinhados. Baseado no arranjo ou alinhamento obtido, deduz-se entdo
a seqiiéncia final conhecida como consenso. A construcdoc desse arranjo, ou alinhamento,
corresponde a uma extensao do problema bésico de alinhamento multiplo de segiiéncias.

39
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Fragmenios Alinhamento
ACGGEAGCA ACCCAC T A o i e e
GAGCACTTC = GAGCACT TG = e
CTTEAGTC  memeemne CTPGACGTC -~ -~
GRAGCACT Y 6y X ety -V
TGACTCARAAC weweee TGAGTCRAAC
GCRCTTGZ  emmeew GBI e e — e e
Consenso ACGEAGCACTTEAFICRAAC

Este exemplo apresenta apenas um caso ideal do problema. Na pritica existem vérios
fatores que dificultam o processo de montagem. Entre as principais complicacdes, descritas
absaixo, estd0 08 erros nas sequéncias, orientagao desconhecida, repeticles e falta de co-
bertura. Mesmo para o caso ideal, formalismos apresentados para problema da montagem
de fragmentos [32] n&o servem para aplicagdes praticas. Assim, nas solucBes préticas para
o problema o que existe atualmente s3o programas heuristicos que incorporam diversas
regras para tratamento de casos especificos.

Uma das grandes melhorias no processo de montagem foi obtida recentemente pela
incorporagao e utilizacao da qualidade das bases (Secdo 4.2.1), que fol conseguida gragas
a0 surgimento de algoritmos de base-calling mais precisos [16, 15]. O principal beneficio
do fator qualidade estd no tratamento mais preciso das bases com erros de base-call. Ou
seja, no caso das bases terem uma gualidade muito baixa e estarem nas extremidades da
seqiiénceia, elas sdo retiradas ou ignoradas no processo de montagem. Para o caso das
bases com baixa qualidade que se encontram no meio da seqiiéncia, tais bases passam ter
um pesc menor do que as bases que tenham alta qualidade, quando € feita a construgio
do alinhamento e obtencdo das bases da seqiiéncia consenso.

Erros

Um dos problemas comuns nas seqiiéncias sdo os errcs de base-call (Secdo 2.6.3). A
principal conseqiiéncia desses erros é que as seqiiéncias passam a ter divergéncias entre
suas bases, e com com isso, sobreposicdes aproximadas entre as seqiiéncias devem ser
consideradas.

Qutros problemas s3c a contaminagao de seqiiéncias e as seqiiéncias quiméricas. As
seqiiéncias contaminadas devem passar pelo processo de screening antes de serem inseridas
no conjunto de entrada de uma montagem. No processo de screening, os segmentos conta-
minados de uma seqiiéncia sdo identificados e marcados {mascarados) trocando cada uma
de suas bases pela letra X. A presenca de seqiiéncias contaminadas pode influenciar errone-
amente no cdlculo de sobreposicdo entre as segiiéncias. Por exemplo, as seqliéncias podem
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apresentar uma falsa sobreposicido por estarem contaminadas com a mesma seqgiiéncia de
um vetor.

Seqiiéncias quiméricas ou quimeras aparecern guando dois fragmentos de partes dis-
tintas do DNA juntam-se por suas extremidades e formam um 1nico fragmento que néo
é contiguoc no DNA original. As seqliéncias desses fragmentos devem ser identificadsas e
eliminadas da montagem, pois sua presencga pode resultar montagens confusas e erradas.

Orientacao do Fragmento

Como visto, uma molécula de DNA possul duas fitas. Embora se conhega a crientacio do
fragmento {5 — 3'), ndo hé como saber a qual das fitas ele pertence. Porém é conhecido
que as duas fitas sdo complementares e possuem orientagdo oposta. Com isso, a seqliéncia
complementar reversa dos fragmentos também deve ser considerada na montagem.

Falta de Cobertura

{Juando uma amostragem de fragmentos é produzida, pode acontecer que determinadas
regides da molécula alvo nio estejam representadas por um desses fragmentos (Figura 4.1).
Essas regites s8o ditas ndo possuirem cobertura. Nos casos em que existam regides sem
cobertura, a reconstrucio da seqiiéncia completa fica comprometida, originando entdo
véarias regides contiguas distintas, chamadas contigs. Os segmentos sem cobertura em
uma montagem sao denominados de buracos ou gaps. Hé dois tipos de buraco: buraco
de seqiiéncia e buraco fisico. Um buraco de seqiiéncia ¢ resolvido com o seqlienciamento
completo de um inserto que esta na biblioteca de clones mas que nao fol segilenciado
completamente ainda. Um buraco fisico ocorre devido a nfo haver nenhum inserto na
biblioteca de clones que venha a resolver a regido descoberta.

Podemos definir cobertura de uma posi¢do p como sendo numero de fragmentos que
possuem uma de suas bases passando em p. A aplicagio desse calculo é possivel apenas
dispondo-se de uma montagem. Utiliza-se em geral calcular a cobertura média, que
corresponde a soma do comprimento dos fragmentos a serem seqlienciados dividido pelo
comprimento estimado da molécula alvo. Quanto maior a cobertura média, menor a
chance de haver regides ndo cobertas. Esse calculo ajuda a fazer um balanco entre o
esforgo/custo de segiienciamento e a possibilidade de fechamento da seqiiéncia completa.

Repeticoes

Repeticles sdo segmentos que aparecem duas ou mais vezes em uma molécula de DNA.
Na montagem, séo problemdticas as repeticOes iongas para as guais ndo hé fragmentos
suficientemente longos capazes de cobrir toda a extensdo da regido repetida. Dentre as
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....... DNA

Fragmenios

Figura 4.1: Exemplo de uma regifo sem cobertura. Linha pontilhada represents trecho
nao coberto.

A R B R C R D

A R C R B R D

Figura 4.2: Repeticbes em uma molécula de DNA levando a montagens ambiguas,

possiveis conseqiiéncias dessa caracteristica em genomas, a principal recai na ambiguidade
do arranjo dos fragmentos, e consequentemente leva a mais de uma segiiéncia consenso.
Na Figura 4.2 ¢ ilustrado um exemplo dessa ambiguidade, onde os dois segmentos (B e
C}, ladeados por trés copias de uma mesma repeticdo {R), podem permutar-se e produzir
duas montagens distintas.

Um outro tipo de confusio é causado por repetigdes colapsadas. Nesse caso os segmen-
tos repetidos sdo montados como um Unico segmento. Um exemplo de repetigéo colapsada
é ilustrado na Figura 4.3, onde sdo montados dois contigs ao invés de um. Na figura é
ilustrado como os fragmentos contidos dentro da repeticdo sdo aglutinados, fazendo com
que a gquantidade de fragmentos na regio repetida seja malor que a quantidade média
nas demais regides (supondo distribuigdo uniforme e aleatéria).

Existe também a distingao entre repetigbes exatas e repeticdes aproximadas, ou se€ja,
as primeiras tem exatamente a mesma seqiiéncia enguanto que as ultimas tém segliéncias
com algumas divergéncias. Por dltimo, existem as repetictes tandem, que sio repeticbes
concatenadas, como por exemplo a seqiiéncia CGACTCGACTCGACTCGACTCGACTCGACT,
composta de consecutivas sub-segiiéncias CGACT.

4.2 Ferramentas

Nesta secdo descrevemos algumas ferramentas usadas no pipeline de montagem, e em geral
s8o bastante utilizadas por outros centros de bioinformética. Juntamente com descrigéo
das ferramentas, apresentamos alguns conceitos relacionados.
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Figura 4.3: Exemplo de repeticio colapsada, levando & uma solugdo com dois contigs, ao
invés da sclugdo correta de um dnico contig.

4.2.1 O Software phred/phrap/consed

Esse software corresponde a um pacote de programas usado para fazer montagens de
seqiiéncias de DNA. Tem como caracteristica principal o uso de qualidade para as bases,
um fator adicional que possibilita a obtencho de montagens mais precisas. O pacote é
formado pelos programas phred [16, 15], swat, cross.match, phrap [18] e consed [17].

Phred

O programa phred é um base-caller. Ele 18 os dados gerados pelo processo de fracking
(cromatogramas) e escreve a sua seqiiéncia de bases. Além disso, ele atribui valores de
qualidade para cada uma das bases. O valor de qualidade est4 relacionado a probabilidade
de erro na leitura da base. Quanto menor a probalidade de erro, maior é o valor da
gualidade. O valor da qualidade de uma base é dado pela férmula

V@ = ~10 x log(PE)

onde PE é a probabilidade de erro, e log é o logaritmo na base 10. Assim, se a
probabilidade de erro for 1 em 10% a gualidade tem valor 20. Se a probabilidade de erro
for 1 em 10°, a qualidade tem valor 30. E assim por diante.

Para calcular a probabilidade de erro, e entdo o valor de qualidade de cada uma das
bases de uma seqiiéncia, o programa phred usa um certo numerc de pardmetros extraidos
do cromatograma. Os valores dos pardmetros de uma base sdo usados para procurar
em uma tabela de consulta uma linha cujos valores sejam t&0 grandes quanto cada um
dos respectivos valores dos pardmetros de consulta. A probabilidade de erro associada a
essa linha da tabela é entdo atribuida a base. O processc de construgdo dessa tabela de
consulta é chamado de calibracao de probabilidade de erro e ¢é feito empiricamente sobre
um conjunto de cromatogramas de treinamento.
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Swat e Cross_match

O programa swat é uma implementacdo eficiente do algoritmo de Smith-Waterman [34]
- também conhecido como algoritmo para alinhamento ou comparagio local - que visa
comparar duas seqiiéncias procurando identificar sub-seqiiéncias contiguas (ou segmentos)
similares entre si. O resultado dessa comparacio é obtido a partir do preenchimento de
uma matriz m X n (m e n s80 os comprimentos das segiiéncias) usando programacio
dindmica. Com algumas otimizactes em relacdc ao algoritmo original, o programa swat
consegue reduzir o nimero de instrugdes executadas para preencher a matriz, diminuindo
assim o tempo de execu¢io. A aplicacho comum do programa swat € comparar uma ou
mais seqiiéncias de DNA ou de proteinas contra um conjunto de segiiéncias procurando
encontrar (sub-)seqiiéncias similares as de consulta.

O cross.match € um programa de aplicagio geral para comparacio de dois conjun-
tos segliéncias de DNA baseado no mesmo algoritmo que ¢ programa swat. Em relacdo
a0 gwat, o programa cross.match possui outras caracteristicas que visam diminuir o seu
tempo de execugao. Uma das caracteristicas permite que o calculo da comparagio entre
as sequéncias se limite as bandas da matriz Smith-Waterman, levando a uma diminuicdo
no tempo de execugdo para grandes conjuntos de segiiéncias, sem comprometer signifi-
cativamente a sensibilidade. Quanto menor a sensibilidade, maior é a possibilidade de
que seqliéncias fracamente parecidas ndo sejam reconhecidas, nfc havendo o alinhamento
entre elas. As bandas definem uma porgao da matriz a ser preenchida, delimitada por
regides em volta da diagonal principal. Outra técnica usada pele programa baseia-se em
submeter & programacdo dindmica somente determinados pares de seqiiéncias. No ca-
so, somente os pares de segiiéncias que tenham uma ou mais palavras exatas comuns de
tamanho minimo sdo comparadas.

Exemplos de aplica¢do do programa cross_match sa0: comparar um conjunto de reads
com um conjunto de seqiiénclas de vetores e produzir versdes dos reads com as seqgiiéncias
dos vetores mascaradas (screened reads), comparar segiiéncias produzidas por dois pro-
gramas de montagens distintos, comparar uma seqiiéncia de consulta contra um conjunto
de seqiiéncias. Para esse Gltimo caso, existem programas mais eficientes como € o caso do
BrasT [1, 2, 43].

Diferente do cross.match, que usa um algoritmo baseado programacic dindmica para
calcular a similaridade, 0 BLAST é uma heuristica desenvolvida para ser uma alternati-
va mais rapida para comparar seqiiéncias. A motivagao para ¢ aparecimento do BLAST
é o problema da comparacgao de uma seqiiéncia contra um banco contendo milhares de
seqiiéncias. A grande diferenca entre esses dois programas é que BLAST é muito mais
rapido, embora seja menos sensivel que ¢ cross-match. Ambos 0s programas aproveitam-
se do conceito de que um alinhamento representande uma relagio de similaridade ver-
dadeira entre duas seqgiléncias contém pelo menos umsa palavra exata que é comum em
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ambasg seqiiéncias [6]. A busca de palavras comuns pode ser feita de forma muito rdpida
pré-indexando-se as palavras contidas na segiiéncia de consulta e na seqiiéncia alvo. Apli-
cando essa técnica, 08 programeas conseguem salvar tempo, ou seja, impedem que esforgo
computacionsl seja dispendido na comparagio de seqiiéncias que claramente nfo estejam
relacionadas. O cross-match faz a pré-indexagfo das seqiiéncias no momento da consulta,
portanto € mais adequado para comparacio 2 a 2, enquanto que 0 BLAST faz uso de
um banco pré-indexado. O tempo de execuglo dos dois programass é guadritico O(n),
supondco a comparacio de duas segiéncias com comprimento médio n.

Phrap

Phrap {Phil’s assembly program) [18] é um programa para montagem de seqiiéncias de
DNA. Assim como outras implementacles, o phrap divide o problema em trés partes:
deteccao de scbrepesicio, alinhamento das segiiéncias e determinacio do consenso.

A primeira fase visa encontrar as sobreposicles existentes entre cada par de seqiiéncias
(inclusive os complementcs reversos), em particular sobreposicdes entre o sufixo da pri-
meira seqiléncia com o prefixo da segunda seqiiéncia. Isso corresponde a 2k{(2k — 1)
combinacdes para um conjunto de k seqliéncias. Dado que ¢ algoritmo para achar a so-
breposi¢io aproximada entre duas seqiiéncias ¢ da ordem O(n?) (n € o tamanhc médio
das seqiiBncias), o tempo gasto por essa fase torna-se o gargalo para os programas de
montagem. O phrap usa o cross_match para fazer essas comparagdes, e como visto aci-
ma, ¢ cross-match possul mecanismos que diminuem o tempo gasto nessa etapa. Para as
seqgiiéncias comparadas o phrap atribui uma pontuagéo para o alinhamento produzido en-
tre duas seqiiéncias. Essa pontuacfo qualifica o nivel de similaridade entre as segiiéncias
e é usada com a qualidade das bases para produzir uma outra pontuacéo a ser utilizada
na fase seguinte.

A segunda fase visa construir o alinhamento das segliéncias a partir das informacdes
de sobreposigdo obtidas pela fase anterior. No phrap isso é feito de forma incremental,
sendo em cada passo feita a juncéo de uma seqliéncia ou de um par de seqiiéncias com um
outro grupo de seqiiéncias j4 alinhadas. Toma-se primeiramente pares de segiiéncias cuja
pontuacdo seja a melhor. Diferente de outras implementagbes que seguem essa abordagem
{gulosa}, o phrap utiliza uma pontuagdo modificada que considera a qualidade das bases.

Na dltima fase é feita a determinacao da seqiiéncia consenso dos alinhamentos (ou
contigs) obtides. Em outros programas de montagem isso é feito por votacdo, ou seja,
é tomada a base mais freqliente na coluna do alinhamento. No phrap, cada base da
seqiiéncia consenso € determinada pela base com qualidade mais alta entre as bases de
cada coluna do alinhamento.
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Consed

O consed {17} é um programa usado para visualizar e editar montagens produzidas pelo
phrap. Além disso, o consed ajuda no processo de finishing ou finalizacio de segligncias.
A visualizacdo de uma montagem visa mostrar suas seqiéncias e como elas estdo dispostas
no alinhamento, além da segiléncia consenso gerada. O programs destaca nas seqgiiéncias
exibidas, as regifes ou bases de alta qualidade (identificadas por uma cor de fundo mais
clara) e as regides ou bases de baixa qualidade (identificadas por uma cor de fundo mais
escura), como pode ser visto na Figura 4.4. O consed permite também & visualizacio de
cromatogramas (Figura 4.3).

A habilidade de editar uma montagem permite a correcdo de erros de base-call e
também a correcdo de erros na prépria montagem. A corregio dos erros de base-call nos
reads da montagem ¢é feita por uma operagic de subssituicio, remogéo ou inser¢io de
uma base. Bm geral isso pode ser feito desde que haja um ou mais reads que tenham
hases adequadas com qualidade alta para inferir a correcao da base incorreia. Os erros de
montagem podem ser corrigidos no consed pela marcacic das seqiiéncias montadas incor-
retamente com determinados fags, sendo as modificagoes efetuadas com uma re-montagem
envolvendo tais seqgiiéncias. H& fags que possibilitam separar seqiiéncias que ndo deve-
riam estar juntas, e fogs gue possibilitam juntar segiiéncias que aparecem separadas na
montagen.

O processo de finishing visa colocar a seqiiéncia (ou a montagem) em um nivel satis-
fatério de qualidade e precisdo medidos por algum critério objetivo. Usa-se comumente
basear tal critério no ndmero esperado de erros encontrados na seqiiéncia, sendo con-
siderada uma seqliéncia finalizada aquela que possui um nimero méximo de erros (por
exemplo 0,0001 ou 1 erro a cada 10000 bases).

As qualidades das bases produzidas pelo phred e usadas pelo phrap servem como
um bom critério objetivo para gular o finishing [17]. Em especial, a precisdo alcangada
pelo phrap deve-se a0 uso dessas qualidades. Alguns dos pontos gue sao definidos como
problemas e que coniribuem para taxa de erros com uso de qualidade de bases sdo descritos
na Secdo 4.3.3.

O consed ajuda no finishing identificando as regides nas seqiiéncias que contribuem
para o aumento da taxa de erro, possibilitando assim & corregéo dos segmentos com erros,
pela edicado de bases no préprio consed como dito acima, ou pela produgdo de dados de
seqiiéncias adicionais a serem inseridos na montagem posterior. O intuito dessas correcdes
é levar a diminuic¢io do némero de erros, até chegar ao patamar desejado.

O consed possui ainda algumas ferramentas que podem ser uteis no fechamentc de
buracoes. Uma dessas ferramentas calcula para uma determinada regido, os segmentos que
podem ser usados para fabricacdo de primers, que podem ser utilizadas pela técnica de
primer walking (Secdo 2.6), objetivando rescolver principalmente 0s buracos fisicos.
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-QTPGTQCTTQGCTQCCGCCTGQQEQQQQQCCTT‘GQ%ETQ E:G:
£F§TGGTQCTTQGCTQCEGCCTGQQCQQQQQCCTGGQT*TQCG

iiiiiiﬂ?????

Figura 4.4: Janela do Consed mostrando uma montagen.

Figura 4.5; Visualisacio parcial de um cromatograma no Consed.
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4.3 Pipeline de Montagem do LBI

Para armazenar, organizar e analisar o montante de seqiéncias produzidas pelos labo-
ratdrios de seglienciamento no projeto Xylelia, foi montado um sistema de software com-
posto por um banco de dados de seqiiéncias e vdrios programas.

O banco de dados de seqliéncias é baseado em arquivos, mais especificamente em flat
files do sistema operacional Unix. A organizacdo da estrutura desse banco de dados e
08 mecanismos usados para manier sua integridade foram implementados nos proprios
programas, principalmente naqueles encarregados pelo recebimento das segiiéncias, ou
seja, pelo programa de submissdo de cromatogramas e pelo programa de submissio de
seqliéncias montadas, descritos abaixo.

Us programas de submissdo juntamente com o montador geral formam o pipeline ge-
ral de montagem, como ilustrado na Figura 4.6. O fluxc de dados ccorre na seguinte
ordem. Primeiramente, os laboratérios de seqiienciamento enviam suas segiiéncias para
serem analisadas e armazenadas pelo sistema, que aceita ou rejeita tals seqiéncias, en-
viando um relatdrio ao laboratdrio submissor. Essas seqUéncias podem ser o8 reads na
forma de cromatogramas, e no caso de segiléncias montadas, é enviada s lista de reads
{cujos cromatogramas jd devem estar depositados no sistema) a ser usada pelo sistema
para montar a seqliéncia e assim analisd-ia. Em seguida, conforme o depdsito de novas
seqiiéncias no banco, o sistema realiza a montagem geral usando os reads e as seqliéncias
montadas, gerando entdao os contigs.

Os programas foram escritos utilizando a linguagem de programacdo Perl [38]. Os
programas de submissdo provéem uma interface WEB baseada em scripts CGI {Common
Gateway Interface) [14]. Além dos trés programas principais citados acima, ha vérios
outros programas auxiliares, relacionados a geracdo de relatdrios WEB para os dados de
montagem e relatdrios sobre a contabilizacdo das seqiiéncias totais e de cada laboratério,
além de programas de consulia e recuperacio das seqiiéncias, que no serfo discutidos
aqui.

Nas se¢es abaixo sdo apresentados e detalhados os programas principais do sistema.
Mas antes, serd apresentado como é a organizacdo das seqgliéncias.

4.3.1 Organizacao e Caracterizagado das Segiiéncias

Os dados de seqiiéncias estdo organizados basicamente em trés conjuntos: os reads, as
seqiiéncias montadas e os contigs. Os reads séo os objetos principais de armazenamen-
to do sistema. Como visto na Secdo 2.6.3, um read é resultado do segiienciamento de
um fragmento ou inserto (apesar de serem usados na prética indistintamente, os termos
fragmento e inserto tém uma ligeira diferenca: um fragmento é um pedago qualquer de
DNA, e um inserto é um fragmento que foi clonado através da insercio em vetores). Com
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excecao dos fragmentos com comprimento menor do gue 800 bp, todos os reads se referem
a pontas de fragmento. OUs reads sio caracterizados segundo o tipo de clonagem de seus
fragmentos, sendo chamados de reads de plasmideo, reads de cosmidec e reads de fago.

Os fragmentos inseridos em plasmideos foram obtidos a partir da molécula original
peloc método de shotgun, e tém comprimento entre 800 bp a 4.5 kb. Por isso, reads
oriundos desses fragmentos foram também chamados de reads de shotgun {além de reads
de plasmideo}. Fragmentos inseridos em cosmideos tém comprimento entre 35 a 45 kb, Os
fragmentos inseridos em fago tém comprimento até 25 kb e foram amostrados no projeto
Xylelle com o propésito principal ajudar no fechamento de buracos.

Seqiiéncia montada € o objeto do sistema que corresponde 3 seqiiéncia completa de um
fragmento, obtida pela montagem de seus sub-fragmentos (na verdade, os reads desses sub-
fragmentos). Uma seqliéncia montada pode ser de um fragmento inserido em cosmideo,
em plasmidec ou em fage. Para os dois dltimos vetores, as respectivas segiiéncias séo
referenciadas como GFS’s (gap filling sequences), pois o seqlienciamento completo de seus
fragmentos esté relacionade ao fechamento de buracos. Reads dos sub-fragmentos desses
fragmentos sdo chamados de reads de GFS.

(s contigs s20 objetos do sistemna que t8m como principais atributos a sua seqiiéncia
consense € a lista de segiiéncias {reads e segiiéncias montadas) gue o constituem. Além
disso, um contig tern associado consigo um alinhamento e a disposiggo em coordenadas
das suas segiliéncias.

Assim como acontece na pratica, usaremos os termos plasmideo, cosmideo e fago para
referir-se aos fragmentos inseridos nesses vetores.

4.3.2 Submissao de Cromatogramas

O programa de submissic de cromatogramas®, ou submissio de reads, pode ser dividide
em trés etapas: recepcdo, verificagdo e gravagido dos cromatogramas no banco de reads.
Embora haja uma distingdo entre cromatograma e read, trataremos os dois termos indis-
tintamente. Na primeira etapa, o programa recebe dos laboratérios um lote de cromato-
gramas. Esses lotes sio rotulados e guardados em uma &rea temporaria {pool), de onde
sac enviados para a etapa de verificacdo. S&c desconsiderados os lotes vazios ou incom-
pletos, que em geral sdo decorrentes de problemas no envio. A area tempordria permite
que haja processos paralelos de lotes de cromatogramas, possibilitando servir diferentes
laboratérios simultaneamente, e também o envio de mais de um lote por laboratorio.

A etapa de verificacfic visa analisar cada cromatograma em um lote, procurando iden-
tificar problemas e extrainde informacbes sobre a sua segiiéncia. Os principais pontos
probleméticos avaliados sac os erros de nomenclatura, a duplicacdc de reads, erros de

IDesenvolvido por Jodo Meidanis e Jodo Carlos Setubal
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Figura 4.6: Principais processos e bancos de seqiiéncias do pipeline de montagem. As elip-
ses representam os processos, os retdngulos abertos representam 08 repositéric de dados,
o retdngulo fechado representa uma entidade externa aoc sistema e as linhas orientadas

indicam o fluxo dos dados.
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tracking e contaminagoes.

Os reads possuem uma identificagfo tinica, estabelecida por uma nomenclatura padréao,
gue também os diferencia conforme seu tipo {cosmideo, plasmideo e fago). Além disso,
permite que outras informacdes sejam embutidas no nome de um read. Por exemplo, o
nome X0JJ001204R refere-se a um read de plasmideo. Analisando-se o nome da esquerda
para direita, temos: a letra X (de Xylella) faz parte de todos o8 reads; o digitc 0 (zero)
indica o cédigo dado a fonte {cepa) da Xylella, que pode ser 0 (zero) ou 1; JJ é o cédigo do
laboratoério seqiienciador; 00 {zero, zero) € o cddigo da biblioteca; 12 é o ntimero da placa;
04 é a posigdo do clone na placa; & € a diregio de seqlienciamento do clone (F para forward
e R para reversej. O nome X0QR-07HO3-AA01F refere-se a um read de um sub-clone do
cosmideo identificado por 07HO03, seqilenciado pelo laboratério QR, na diregdo forward (F).
O sub-clone é identificado pelo cédido AA01, onde a primeira letra A indica o cédigo da
placa e a cadeia AO1 indica sua posicdo na placa. Os reads de fago s@c nominados da
mesma manelira que 08 reads de cosmideo, trocando-se apenas a identificacdo do cosmideo
pela identificacfo do fago.

Comeo a quantidade de reads em um laboratdrio é bastante grande, e sua identificacdo
é feita praticamente de forma manual, os nomes dos reads estio sujeitos a erros. Alguns
erros comuns no nome dos reads sdo consertados automaticamente pelo programa. Demais
reads cujo nome nao segue a nomenclatura sdo rejeitados e néo sio inseridos no banco de
reads.

A duplicagio de reads acontece quando dois reads tém o mesmo nome ou a mesma
identificagao. No banco de segliéneias nfo deve haver esse tipo de problema, ou seja, caso
um nome esteja sendo usado pelo banco para identificar um determinado read, um outro
read com o mesmo nome nao pode ser inserido no banco. BEsse tipo de problema acontece
devido a erros de atribuicdo de nomes, erros de digitacio, ou mesmoe pela atribuicdo
do mesmo nome para uma re-leitura do mesmo clone. Uma re-leitura (que requer um
re-seqiienciamento), pode ocorrer uma ou mais vezes, visando melhorar a qualidade das
bases do read. Em suma, reads que ja tiverem seu nome usadoe pelo banco de reads devem
ser rejeitados.

Um ponto impoertante sobre o problema de duplicagio de reads esta no fato de haver
nomes corretos sintaticamente, mas errados no contetido. Esse problema é dificil de ser
detectado e tem conseqiiéncias na contabilizacio dos reads e no processo de montagem.
Para efeito de contabilizagdo, os reads em questdo deveriam ser considerados apenas uma
vez, visto que o conteddo é o mesmo.

No caso da montagem, pode haver inconsisténcia entre a informacio inferida entre as
pontas e a sua real localizagdo nos contigs. Ou seja, pelos seus nomes, as duas pontas de
um mesmo inserto deveriam estar nos contigs a uma distancia correspondente ac compri-
mento de tal inserto, mas pelo seu conteido, essa distancia é completamente diferente.
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Figura 4.7: Versao grafica de um relatério de submissao de reads. Nesse relatdrio podem
ser visualizados as regides de baixa (< 20) e alta (> 20) qualidade, e as regifes com e sem
vetor.

Para extrair informacoes sobre as segiiéncias sdo usadas algumas ferramentas, que au-
tomaticamente identificam os erros de fracking e as contaminagbes. O principal problema
de tracking sao os cromatogramas sem dado titil e tal problema é detectado pelo base-caller
phred. Ja as contaminacoes sido detectadas e mascaradas com o cross.match. Assim, apds
a execugdo dessas ferramentas, sio obtidas a sequéncia de bases dos reads, a qualidade
de cada base e 0s segmentos que contém seqiiéncias de vetor. As saidas da execugdo des-
sas ferramentas sao analisadas pelo programa de submissdo, que gera o relatdrio para o
lote processado, contendo para cada read as informacdes encontradas. Um exemplo desse
relatdrio estd no Apéndice B.1. Uma versfo grafica do relatério de submissao de reads
também é gerada. Nesse tipo de relatdrio, a qualidade geral dos reads submetidos é mais
facilmente analisada, como pode ser visto na Figura 4.7,

Terminada a verificacio, o proximo passo do programa é fazer o armagzenamento dos
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reads. Os cromatogramas mais cutros dados gerados pela etapa de verificagdo sdo entéo
inseridos adequadamente no bance de reads. No final do processo, ¢ relatério gerado na
etapa anterior € enviado ao laboratério submissor.

Um aspecto importante a ser levantado € como os lotes transitam da primeira para
a segunda etapa. O que acontece é que somente um lote & processado por vez. Isso
evita danos de integridade no banco de reads. Um exemplo de ocorréncia danosa, sem
essa exclusividade, acontece guande lotes distintos que tenham reads em comum sejam
processados paralelamente. Isso ocorre devido a falta de controle dos laboratérios sobre
a submissdc de cromatogramas, colocando em lotes distintos os mesmos cromatogramas.
QOutro exemplo mais comum, acontece quando o mesmo lote é submetido mais de uma
vez. Isso acontece guando ¢ submissor (inadvertidamente) aperta o botdo de submisséo
mais de uma vez em um intervalo muito curto de tempo, fazendo com que o browser ative
mais de um processo. Assim, se um dos processos consulta o banco de reads no intervalo
entre a consulta e a escrita do outro processo, os dois irdo escrever os mesmos reads no
banco. Para tratar disso, o programa usa um mecanismo de lock de escrita exclusivo ao
banco de reads. Os processos competem entre si para pegar o direito ao lock. O processo
que toma a posse do lock segue para a etapa de verificacdo, impossibilitando os outros de
fazerem o mesmo. Apés a verificacdo, e o armazenamento dos dados das segiiéncias, o
processo libera o {ock para que demals lotes sejam processados.

4.3.3 Submissao de Seqiiéncias Montadas

Seqiiéncias montadas sdo aquelas que sdo¢ constituidas pela montagem de seus fragmentos
seqiienciados, visto que nic podem ser seqilenciadas diretamente. Fazem parte do con-
junto de seqiiéncias montadas os cosmideos e as GFS’s. Os laboratdrios responsdveis por
tais seqiiéncias encarregavam-se nio apenas da fragmentacio e do seqilenciamento, mas
também de fazer a sua montagem, submetendo entdo o produto para ser analisado pelo
programa de submissio.

O programa de submissio de seqiiéncias montadas? divide-se basicamente nas mesmas
etapas que o de submissdo de reads, apesar de possuirem caracteristicas proprias. A etapa
de recepcao de segiiéncias montadas é relativamente simples. O laboratério passa para
o programa uma lista contendo os nomes dos reads usados na montagem da seqiiéncia.
Cada uma das submissdes ¢ rotulada e colocada em uma 4rea temporaria, para ser entdo
repassada a etapa posterior.

Nesse caso nao hé exigéncia para que as submissdes sejam verificadas segiiencialmente,
a menos no instante de alterar o banco de seqiiéncias montadas. Esse programa utiliza-se
também de um mecanismo de lock de escrita, permitindo somente um processo por vez

*Desenvolvido em parceria com Marcos Renatoe R. Araujo
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escrever nesse banco. A etapa da verificagdo consiste de trés passos:
1. verificar se os todos os reads estfo depositados;
2. montar localmente a seqiidncia;
3. certificar a segiiéncia.

Para gue o programa possa fazer a montagem local, todos os reads usados pelo labo-
ratério na montagem da seqliéncia devem estar no banco de reads. Caso haja reads na
lista gue ndo estejam no banco de reads, a submissdo € canceladsa ¢ o laboratério submis-
sor notificade. Utiliza-se para fazer a montagem o phrap (Secdo 4.2.1}. Apés seu término,
a montagem € analisada pelo programa de submissfic de maneira a certificar a seqiiéncia
obtida. Essa certificacio € realizada sobre os seguintes critérios de qualidade:

1. todas as bases do consenso devem ter valor de qualidade 20 (pelo menos) dado pelo
programa phred;

2. nio deve haver discrepincias de alta qualidade (> 40) néo justificadas entre a base
do consenso e as bases dos reads (qualidade dada pelc programa phred) - o critério
sutomatico de justificaclo é: a base discrepante nac pode estar a mais do que 10
bp do extremo do read que & contém;

3. cada base do consenso deve ser confirmada por pelo menos uma seqiiéncia em cada
fita;

4. s taxa de erro global estimada deve ser menor que 1 a cada 10000 bases; a taxa de
erro global ¢ calculada pela férmula (3F pe;)/L % 10000, onde pe; é a probabilidade
de erro da base ¢ e L é o comprimento da seqiiéncia consenso.

As seqliéncias que satisfazem todos esses critérios sdo consideradas finalizadas (fi-
nished). Além de finished, sfo também atribuidas &s seqiiéncias ocutros estados: nao
submetido {not submitted), submetido {submitted), um contig {one contig) e proximo de
finalizado (close to finished). Uma seqiléncia estd close to finished se a soma de bases com
problemas segundo os itens 1, 2, 3 acima é menor que 0.1% das bases do consenso, mas
néo € igual a zero, pois nesse casc o estado passa a ser (finished).

Como produtc dessa analise é gerado um relatério, onde sdo apontados 0s erros que
impossibilitaram a certificacéo da seqiiéncia, ou onde é notificade que a seqiiéncia foi cer-
tificada. Um exemplo do relatério gerado para uma segiiéncia de cosmideo é apresentado
no Apéndice B.2.
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Por ultimo ¢ feita a insercdo ou alteragdo do banco de segiiéncias montadas. Além da
seqiiéncia propriamente dita, sdo guardados ¢ seu estado quanto a certificacio, o relatério
e a lista de reads usados. __

() programa permite que uma mesmas seqgliéncia seja submetida mais de uma vez, até
que ela tenha sido certificada. A cada nova re-submissio, sao realizadas atualizagdes do
banco de segiiéncias montadas, mantendo-se as versbes anteriores.

Para acompanhar o andamento da finalizacio das seqgiiéncias montadas (cosmideos
e GFS) foram elaborados sumdrios, em forma de tabela, contendo algumas informacdes
bésicas sobre cada segiiéncia. O suméric de cosmideos é mostrado no Apéndice B.3.

4.3.4 Montagem Geral

Antes de descrever o programa montador geral, apresentaremos brevemente a seguir, 2
metodologia de montagem seguida no Projeto Xylella.

No projete Xylella, fol utilizado o software phred/phrap/consed {Secfo 4.2.1) para fa-
zer montagem da seqliéncia gendmica. A montagem (chamada montagem geral) dividiu-se
em duas fases. A primeira fase estava focada sobre montagem dos fragmentos inseridos em
cosmideos juntamente com os reads de shotgun, e a segunda estava focada no fechamento
dos buracos.

Na primeira fase, a medida que novos reads de shotgun eram depositadoes no banco,
e as seqiiéncias montadas de cosmideos tornavam-se finalizadas, eles eram inseridos na
montagem. Esta fase continuou até a finalizacdo de todos os cosmideos escolhidos para
serem montados. O ideal seria que ao final desta fase, os reads de shotgun (segiiéncias mais
curtas) pudessem juntar os cosmideos (seqliéncias mais longas), fechando-se a seqiéncia
completa.

Mesmo com a finalizagdo da amostra de cosmideos escolhidos, restaram ainda muitos
contigs, passando-se entdo para a fase seguinte, visando a identificacdo e ¢ preenchimento
dos buracos. Identificar um buraco € saber que dois contigs se ligam, embora a segiiéncia
que os une nio esteja presente na montagem. A maneira pratica para determinar essa
informagdo de ligacio entre dois contigs, é fazer a verificacdo da localizacio, orientacgio e
distancia das pontas de insertos ndo seqiienciados totalmente. Ou seja, estando uma das
pontas (D) a uma distancia d1 da extremidade de um contig C1, e estando outra ponta
(I) a uma distancia d2 da extremidade de cutro contig (C2), com D e / apontando para
fora de seus respectivos contigs, € possivel confirmar a ligacdo desses dois contigs com &
validade da equacdo di + d2 < L, onde L é o comprimento do inserto. Veja a figura a
seguir.
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Identificado ¢ buraco dessa maneira, basta entfo fazer o seqiienciamento completo do
inserto, e colocar a sua seqgiiéncia (uma GFS) na montagem pars fechar (ou preencher) ¢
buraco respectivo.

Apés exaustivo seqiienciamento de diversas pontas de insertos das bibliotecas de clones
disponiveis, muitos buraces foram identificados com a técnica acima. No entanto, ainda
restaram os buracos fisicos {Se¢fio 4.1). Foram usadas entdo algumas abordagens possiveis
para fechar tais buracos, em particular foi utilizada a técnica de primer walking. O
principio dessa abordagem ¢ tentar prolongar os contigs a partir de suas extremidades, com
3 adi¢d0 de novos reads, intencionando-se que em unm momento ocorrerd uma sobreposicio
com outro contig. Esses novos reads sio obtidos através de PCR (Secéo 2.6.2.3) com 2
utilizac&o de primers apropriades, sintetizados a partir de segiiéncias do contig em questao.

Montador Geral

O programa montador geral® realiza trés stapas basicas:
1. selecdo das seqiiéncias;
2. montagem das seqiiéncias;
3. anslises pds-montagem.

Na primeira etapa o programa faz uma filiragem entre as segiléncias que estdo no
banco, deixando algumas de fora da montagem. Exemplos dessas segiiéncias sdo todos
os reads de shotgun oriundos de uma dada biblioteca, ou reads especificos, chamados de
reads excluidos, que causam problemas na montagem. Para as seqiiéncias montadas existe
também uma selecdo. No caso, sdo incluidas na montagem somente seqiiéncias que estejam
finalizadas ou proximas deste estado. Além disso, o programa possibilita a inclusdo de
seqliéncias em outros estados, bastando que ser fornega o parametro correspondente.

Selecionadas as seqiiéncias, o programa realiza a montagem propriamente dita, exe-
cutando o software phred/phrap. Esse processo leva algumas horas. Embora o tempo
gasto de uma montagem esteja diretamente relacionado ao ntimero e ac comprimento das
seqiiéncias de entrada, existem casos particulares que influenciam no tempo de execugao.

3Desenvolvido por Marilia D. V. Braga, comn médulos especificos desenvolvidos por Marcos Renato R.
Argujo e Renato F. F. Werneck
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Um exemplo disso € quando existem repeticOes na prépria seqliéncia completa sendo mon-
tada, e assim entre as seqiiéncias no conjunto de entrada da montaem, o gue contribul
para uin aurmento no tempo de execucdo, para o caso desse software.

Por fim, na Gltima etapa o programsa realiza algumas andlises sobre & montager,
gerandc alguns relatérios e figuras. Entre os resultados, citamos o relatdrio geral da
montagem, os mapas dos contigs, o relatério sobre a localizagdo das pontas e o sumério
de contigs.

O relatério geral de montagem @ um resumo da montagem realizada, contendo ©
niimero de contlgs, o comprimento do maior contig, e uma tabela com o ntmero de
contigs que caem em uma determinada faixa de comprimento (10, 30, 70, 100 e 200 kb).
Juntamente com esse resumo, é criado um sumério contendo a lista dos contigs, mostrando
para cada um, o seu comprimento, o nimero de reads de shotgun, a lista de cosmideos
com & sua localizacdo, além de outros dados.

(s mapas (fisicos) dos contigs apresentam a disposicdo das segiiéncias dos cosmideos,
das pontas dos cosmideos e das pontas dos fagos {Figura 4.8) dentro do contig. No mapa,
os cosmidecs sdo representados por barras coloridas, onde cada cor indica o seu estado.
As pontas dos cosmideos e dos fagos sdo representadas por figuras semelhantes aos sinais
de maior {>} e menor (<). Se as duas pontas de um mesmo inserto estdo contidas no
contig, entdo uma linha é desenhada para ligd-las entre si. Ao contrério, se apenas uma
ponta estd presente, a identificagdo do inserto na figura vem acompanhada de um ponto
de interrogacio. Um circulo envolvendo uma ponta indica que ela pode estar situada em
uma regido repetida do contig. Essa informacdo é obtida da saida doc programa phrap.
Além do propésito de identificacdo de buracos, as pontas desses insertos foram usadas
também para confirmar a integridade e orientagio dos contigs.

A andlise sobre a localizacio das pontas visa identificar quais pontas de insertos (prin-
cipalmente dos plasmideos) estio nas extremidades dos contigs {a menos de 2 kb). O
resultado é dividido em duas tabelas: uma contém a lista de reads em gue apenas uma
ponta foi depositada no banco, e outra contém a lista de reads em gue as duas pontas
foram depositadas. As tabelas eram analisadas manualmente, procurando identificar pon-
tas ou insertos candidatos para seqiienciamento. Na primeira tabela, analisava-se quais
pontas deveriam ter outra ponta segiienciada baseada em contigs sélidos, que basicamen-
te eram aqueles que continham seqiiéncias de cosmideos. De forma analoga, a segunda
tabela era analisada para confirmar ¢ segilenciamento do inserto.

Para acompanhar o andamento da montagem geral, foi elaborado um sumario para os
contigs, mostrade no Apéndice B.4.
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Figura 4.8: Corte do mapa fisico construido a partir da montagem.




Capitulo 5

Anotacao

Este capitulo apresents os conceitos gerais sobre anotagdo e enfafiza o processo aplicado
para gencmas de procariotos, utilizando como exemplo ¢ sistema de anotacido usado no
projeto Xanthomonas. 580 apresentados a seguir, 08 objetivos e a descricdo dos proble-
mas que envolvem a anotacdo de maneira geral, 2 descrigdo de algumas das principals
ferramentas usadas no projeto e, por fim € descrito o sistema de anotacio.

5.1 Objetivos e Descricac dos Problemas

O processo de anotacdc tem por finalidade identificar os genes em uma segiiéncia de
DNA e caracterizar suas fungdes bicquimicas ou estruturais, possilitando o conhecimento
e entendimento do componentes funcionais bésicos de um organismo. (uando se fala
em anotagéo deve-se ter claro a distincao entre o dominic dos procariotos e dominic dos
eucariotos (Seco 2), que apresentam diferencas na sua organizacio celular e nos processos
de transcri¢do e de traducio. Essas diferencas refletem no processo de anotagdo, havendo
metodologias e ferramentas especificas aplicadas nos genomas de cada um dos dominios.
Neste trabalho, serd abordado somente o caso dos procariotos.

A anotagho de maneira geral pode ser caracterizada como possuindo dois niveis: ano-
tacio de genes e anotagdo de interagles génicas. No primeirc nivel sfo identificados e
caracterizados 0s genes, sendo a andlise baseada em seqgiiéncias. No segundo nivel, com
o conhecimento das funcbes dos genes, o objetivo recai em estudar como as proteinas
interagemn entre si, formando o complexo sistema bioldgico de um ser vivo. Dentre as
interagdes génicas, as vias metabdlicas sfo as mais conhecidas e estudadas. A seguir s&o
apresentados cada um desses niveis,
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5.1.1 Anotacao de Genes

Para fazer a anotacio dos genes em uma nova seqiéncia de DNA, é preciso em primeiro
lugar identificd-los. Tratando-se de um cadeia de caracteres (com alfabeto de quatro
letras), identificar um gene corresponde definir suas posigbes de inicio ¢ de fim dentro
dessa cadeia. Apesar dessa visdo um pouco simplista, existem fatores relacionados ao
processo de expressdo génica que ndo permitem saber com exatiddo onde comeca e onde
termina um gene. De maneira geral um gene é composto por uma regido codificadora,
que ¢ traduzida na segiiéncia de aminoécidos, e por regifes que flangueiam a regifo
codificadora e sio encarregadas de ativar ou inibir a expressdo do gene [39], como visto
na Secdo 2.5. Ha também genes que néo codificam proteinas e 880 usados no processe de
sintese de proteinas, como 0s tRNA’s e TRNA's,

As ferramentas computacionais de identificacdo de genes que codificam proteina séo
em geral baseados na procura de ORF's, com propriedades estatisticas especiais. Exem-
plos desses programas sfo Glimmer [31, 12] e Genmark [8]. Esses dois programas usam
uma abordagem baseada em modelos estatisticos. Uma breve descricdo dessa aborda-
gem & apresentada juntamente com a descriglo do programa Glimmer (usado no projeto
Xanthomonas) na Segdo 5.2.2.

Programas para achar genes de RNA sfo de certa forma menos complicades do que
aqueles que procuram genes que codificam proteina, pois possuem mecanismos de trans-
cricdo mais simples, como € o caso de ferramentas para achar tRNAs. No projeto Xantho-
monas foi usado o programa tRNAscan-SE [25] para achar genes de tRNA, que é descrito
abaixo.

Identificados os genes, é preciso ainda saber qual o seu papel no organismo, ou seja,
caracterizar a funco bioquimica da proteina codificada. Para se obter efetivamente essa
informacdo sdo necessdrios experimentos laboratoriais, que dispendem bastante esforgo
e levam muito tempo para serem finalizados. Uma outra alternativa de caracterizagao,
mais rapida embora hipotética e usada na préatica, é procurar em bancos de proteinas
conhecidas alguma seqiiéncia que seja similar 3 nova seqiéncia. Caso seja encontrada,
a hipltese gerada € de que o gene de interesse tem a mesma funcdo do que o gene do
bance com o qual tem similaridade. O programa popularmente usado para esse fim é o
BLAST. A comparagado também pode ser feita contra bancos de familias de proteinas, que
em geral sdo malis precisas ao revelar a funcio da proteina. Ver abaixo, na Segio 5.2.4
alguns dos bancos de seqgiiéncias e de familias de segiiéncias usadas na classificagao da
funcdo de proteinas desconhecidas.
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5.1.2 Anotacao de Vias Metabdlicas

Apds catalogar os genes e seus produtos, ¢ passo seguinte fixa-se no entendendimento
de como as proteinas codificadas pelos genes funcionam em um organismo vivo. As
proteinas correspondem aos componentes individuais do sistema bioldgico, e interagem
entre si ou com outras moléculas formando simples ou complexas redes de interacdes.
Ng 4rea de computacio esse campo de estudo ainda € pouco investigado, ndo havendo
ferramentas de software gue permitam a2 reconstrugdo automética & confidvel de vias
metabdlicas. As tentativas nesse sentido concenfram-se em catalogar computacionalmente
o conhecimento e informactes adquiridas com os genomas seqlienciades, formando entio
uma base mais solida para serem desenvolvidas e aplicadas ferramentas. Exemplos disso
sdo o KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) [29, 20, um banco de dados
de vias metabdlicas de propédsito mais geral, e o Ecocye [21, 22] que é especifico para a
bactéria Escherichia coli, e contém algumas ferramentas para consultar e visualizar dados
de metabolismos,

5.2 Ferramentas

5.2.1 BrasT

BLAST (1, 2, 43] (Basic Local Alignment Search Tool), j4 mencionado na Se¢do 4.2.1,
¢ uma ferramenta bastante conhecida e usada, que visa comparar seqliéncias quanto a
sua similaridade, em particular comparar uma seqiiéncia de consulta contra um banco
de segliéncias. A saida do programa apresenta uma lista contendo os hits encontrados
e em seguida cada um dos respectivos alinhamentos, ou acusa se néc foi encontrado
nenhum #¢f. Cada linha da lista contém a identificacio junto com uma breve descrigéo
da seqiiéncia alvo, a pontuacdo (Score) do alinhamento e o F value, valor que indica
a significancia estatistica do A#. A pontuagdo reportada em bits corresponde a uma
pontuacio normalizada, que leva em conta, por exemplo, o tamanho do banco e o sistema
de pontuacdo empregado, permitinde que haja uma comparacfo entre consultas feitas
contra diferentes bancos de seqiiéncias ou consultas feitas usando diferentes sistemas de
pontuagdo. O E value corresponde ao nimero estimado de alinhamentos com pontuagao
igual ou superior ao do hit que poderiam ter sido encontrados ao acaso. Assim, quanto
menoer esse valor, mails estatisticamente significativo € o alinhamento obtido. Tomando o
primeiro Ait no exemplo abaixo, temos um E value de 1071% ou 1/10%%2,

Score E
Sequences producing significant alignments: {bits) Value

giin441731sp|P368O1 IDNAA_SALTY CHROMOSOMAL REPLICATION INITIATO... 439 e-122
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gil1187081spiP22837{DNAA_PROMI CHROMOSOMAL REPLICATION INITIATG... 434 e-121
gil72915 pir! | IQECDA dnah protein - Escherichia coli 433 e-120
£i]399394|spiP03004 | DNAL_ECOLI CHROMOSOMAL REPLICATION INITIATO... 433 e-120
gi 11352878 sp | P20440 | DAL _SERMA CHROMOSOMAL REPLICATION INITIAT... 432 e-120
gili70646% ap|P4559S | DNAL VIBHA CHRONMUSOMAL REPLICATION IRITIAT... 438 e~11%9
g11280550 (L10328; dnas (CC Site No. 851} {Eschevichia colil] 422 e-117
gi12319981sp|P29434 | DNAA_BUCAP CHRDMOSOMAL REPLICATION INITIATD... 408 e-113
gil144149 (MB0817) dnal [Buchnera aphidicolal 390 e-107
2111169364 epiP43742 1 DHNAA_HAEIN CHROMOSOMAL REPLICATION INITIAT... 389 e-107

O BLAST possui variantes, ou seja, programas distintos que s&o usados de acordo com
os tipos de segiiéncias sendo comparados. As variantes sio:

@

blastn: compara seqiiéncias de nuclectideos contra seqiiéncias de nuclectideos;
blastp: compara segiéneias de aminodcidos contra seqiiéncias de aminoacidos;

blastx: traduz seqiiéncias de nucleotideos (nos seis quadros de leitura) e compara
contra seqgiiéncias de aminodcidos;

tblastn: compara seqliéncias de amincacidos contra seqiiéncias traduzidas de nucle-
otideos (nos seis quadros de leitura);

tblastx: traduz seqiiéncias de nucleotideos (nos seis quadros de leitura) e compara
contra seqiiéncias traduzidas de nucleotideos (nos seis quadros de leitura);

Essas variantes tém aplicacbes distintas, como por exemplo, o use do blastx na iden-
tificacdo de genes em uma nova seqiiéncia gendmica, e 0 uso do blastp para comparar
proteinas hipotetizadas por programas de identificagdo de genes {como o Glimmer) con-
tra um banco de proteinas conhecidas.

BLAST ¢ umasa heuristica que tenta otimizar velocidade do célculo da medida de simi-
laridade. Diferente da solucdo étima que usa programacao dindmica, o BLAST possul um
algoritmo diferente, que segue 0s seguintes passos:

L

2.

procura palavras no banco de seqiiéncias com um comprimento definido (W) e que
tenham pontuacdo pelo menos T quando casadas com alguma palavra de mesmo
comprimento da seqiiéncia de consulta,

& partir de cada uma das palavras encontradas no passo anterior, estende ¢ alinha-
mento em ambas as direcOes até que a pontuagdo obtida caia abaixo de um valor

definido pela diferenca entre a maxima pontuacfo conseguida e um fator limitante
X.
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3. reporta os alinhamentos que tenham uma pontuagdo minima M.

Das varidveis usadas pelo BLAST e que podem ser mudadas pelo usudrio, vale destacar
o pardmetro T, que permite fazer um balanco entre rapidez e sensibilidade [2]. Um valor
mais alto para 7' aumenta a rapidez, embora também aumente a probabilidade de perder
simiiaridades fracas. O tempo de execugdo do programa é proporcional a0 produto entre
o comprimento da segiiéncia de consulta e tamanho do banco alvo,

Em sua interface WEB o BLAST reporta uma saida grafica mostrando os alinhamentos
encontrados, como exemplificado na Figura 5.1. A segliéncia de consulta é representada
pela barra superior, na qual é exibida a escala de tamanho ¢ abaixo dela, seguem os ali-
nhamentos representados por linhas coloridas, onde cada cor indica a faixa de pontuagio
do alinhamento. O posicionamentc do ponteiro do mouse sobre uma linha, faz com que
sejam exibidas na pequena janela acima a descricdo e a pontuacdo do respective alinha-
mento. O cligue sobre um linha, exibe 0 alinhamento correspondente entre a segiiéncia
de consulta e & seqiiéncia alvo.

5.2.2 Glimmer

Uma das abordagens usadas para identificar genes basela-se em detectar individuamen-
te alguns de seus elementos. Existem métodos que procuram detectar pequenos sitios
funcionais {sinais}, como por exemplo, os codons de inicic e de parada, promotores e ter-
minadores de transcricdo e sitios de ligacdo ribossomal (RBS - ribossomal binding site).
H4 também métodos que tentam reconhecer as outras partes do gene, como 0s introns e
os ezons {contetdo}. As metodologias aplicadas na anélise de seqiiéncias de procariotos
e eucariotos tém em geral caracteristicas diferentes, devido as diferengas que existern no
processo de transcrigdo dos genes e tradugio de proteinas entre esses dois dominios, como
apresentado na Secdo 2. Dentre os métodoes, os que mals tém se destacado so os que estao
relacionados a andlise de contetido dos genes, em particular os que procuram identificar
regides codificadoras ou ORFs.

O programa Glimmer [31, 12] é usado para idenficar ORFs em um genoma. Para
isso, 0 programa realize um série de passos. Primeiramente, o programa extral todas as
ORFs longas (o valor padrdo de comprimento minimo é 500 bp). Tais ORFs, com grande
probabilidade sdo genes auténticos, pois genomas de procariotos, conforme ja discutido,
em geral tém regides intergénicas pequenas.

O passo seguinte é montar um modelo oculto de Markov baseado nas ORFs longas.
A idéia é que a grande maioria dos genes de um organismo obedece a um mesmo padrao.
O modelo oculto de Markov captura a esséncia desse padrao.

Em seguida, ¢ genoma € varrido, & cada ORF € analisada sob o ponto de vista do
modelo construido, recebendo uma pontuagio que reflete a probabilidade daqueia ORF
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ser de fato um gene. O programa entdo apresents as ORF's com pontuacdo acima de um
valor minimo. O Glimmer encontra corretamente cerca de 98% dos genes em um genoma.

5.2.3 tRNAscan-SE

O programa tRNAscan-SE é usado para predizer genes de tRNA (RNA transportador)
{Secdo 2.5.2) em umsa segliéncia de DNA ou RNA, e pode ser usado para qualquer
seqiiéncia de eucarioto quanto de procarioto, bastando escolher os devidos parfmetros.
Na verdade o programa é um script escrito em Perl [38] que combina trés programas
independentes e gerencia o Huxo enire eles, de maneira a usar 0 que cada programa tem
de mais forte quanto a deteccdo de genes de tRNA, obtendo assim um resultado muito
mais confidvel se comparado com os resultados individuais de cada um dos trés progra-
mas. O primeiro desses programas é o tRNAscan, que embora seja capaz de identificar
quase que 100% dos tRNAs em uma seqiiéncia, gera muitos falsos positives. O segundo
programa, conhecido como EufindtANA possul algumas caracteristicas a mais que lhe
permitem identificar outros genes diferentes do primeiro, mas também gera muitos falsos
positivos. O terceiro programa, chamado covels, é o que apresenta os melhores resulta-
dos quanto a taxa de falsos positivos. Porém o programa consome muito processamento,
tornando-se muito lento para seqiiéncias mais longas. O tRNAscan-SE organiza o fuxo
entre os trés programas da seguinte forma. Como sdo mais rdpidos em relacdo ao covels,
os programas tRNAscan e o EufintRNA sio usados primeiramente para gerar uma lista
de tRNA’s candidatos. Esta saida é entdo modificada para otimizar o processamento do
programa covels, que recebe cada um dos tRNA’s candidatos e gera uma lista final, onde
¢ minimizado o nGmero de falsos positivos.

5.2.4 DBancos de Sequéncias Piblicos

O principal banco de seqiiéncias conhecido é o Genbank [7], construido e mantido pelo
NCBI (National Center for Biotechnology Information ), que tem como colaboradores o
EMBL, situado na Europa, e 0 DDBJ, situado no Japdo. Esses trés sites trocam dados
diariamente, assegurando a mesma colecio de sequéncias. Atualmente, mais que 55000
diferentes espécies est@o representadas no Genbank, em aproximadamente 3.4 bilhdes de
bases de nucleotideos. As seqiiéncias podem ser submetidas ao NCBI através dos progra-
mas Banklt ou Sequin. O primeiro é uma ferramenta de submissdo de dades baseado em
WEB, e serve para submissdes de poucas segiiéncias. O Sequin € um programa de sub-
missdo que roda em vérias plataformas, malis robusto e com diversas capacidades, e pode
tratar tanto com seqiiéncias simples quanto seqliéncias muito longas, uma caracteristica
ausente em outros programas. Com a submissio, as segliéncias passam a ter uma identi-
ficacao unica, ou seja wm cédige de acesso (accession code). O principal meic de consulta
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e recuperacgido de dados de seqiiéncias depositados do Genbank é feito via BLAST, que
como visto na Secdo 5.2.1, é usado para procurar segliéncias similares 4 uma seqiéncia
de consulta.

Além do Genbank, existem outros bancos de dados, que tentam organizar as seqliéncias
sobre diferentes perspectivas, como por exemplo ¢ SWISS-PROT - um banco especifico
de seqgliéncias de proteinas, 0 PFAM [33, 4, 5] - um banco de famflias de dominios (que
sdo regides bem conservadas entre seqiidncias) e o COG [37] - um bance de seqiiéncias de
genes ortdlogos. Genes ortdlogos sfio aqueles derivados de um acestral comum, e que por
iss0, em geral, tem a mesma funcio.

A diferenca entre comparar a seqiiéncia de um gene contra um banco de dados como o
(Genbank, que contém diversas seqiiéncias sem nenhuma informagio de relagdo entre elas,
e comparar 3 seqiiéncia de um gene contra um banco de dados especifico como o PFAM
ou COG, é que no segundo caso os resultados obtidos sdc mais concisos e simplificam a
predicao funcional da seqiiéncia de consulta [353].

5.3 Pipeline de Anotacao do LBI

E comum que 4 anotagio de um genoma comece somente apés a fase de montagem, com
a sua segiiéncia de DNA determinada, ou mesmo quando a montagem estd proxima de
seu final. Porém, no projeto Xenthomonas o processc de anotagao dos genes comegou
bem antes do término da fase de montagem, uma metodologia herdada e aperfeicoada
do processo de anotacdo do projeto Xylella. Neste projeto, a andlise dos genes foi feita
inicialmente sobre as seqiiéncias dos cosmideos que tinham passado pela certificagdo.
A escolha dessa abordagem foi baseada primeiramente no fato dessas seqiiéncias serem
consideradas soélidas, ou seja, que n&o teriam sua seqiiéncia modificada. Posteriormente,
com o mapeamento das seqiiéncias dos cosmideos nas segiiéncias dos contigs gerados pela
montagem geral, a anota¢do dos cosmideos foi migrada para os contigs, que passaram a
ser as entidades principais de anotacdo. Assim, a cada nova montagem, os genes anotados
nos contigs velhos eram migrados para os contigs novos, além de serem adicionados os
novos genes encontrados nos contigs mais recentes. A partir dessa experiéncia, adotou-se
no projeto Xanthomonas essa mesma metodologia na anotagdo do genoma.

Um licdo importante tirada da anotacdo do projeto Xylelle é que um contig ndo é uma
boa entidade para anotacdo, devido as mudancas que ocorriam na seqiiéncia dos contigs
entre uma montagem e outra. No projeto Xanthomonas, a entidade sélida de anotagac
escolhida foi nomeada de chunk, pedaco ou segmento contiguo de um contig com um
critério estrito de qualidade. Dependendo entdo da qualidade das bases da seqiiéncia do
contig, este pode ter um ou mais chunks.

Um esbogo do sistema de anotagic é apresentado na Figura 5.2, Seguindo o esgue-
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ma, & sistema recebe como entrada os contigs de uma montagem e extrai os chunks {ver
Secdo 5.3.2), que sdo armazenados & passam pelo identificador de genes. Os genes identi-
ficades sdo entdo comparados com os genes atuais do banco pelo migrador, que atualiza
no banco de anotacio os genes computados como sendo os mesmos entre uma montagem
e outra, & inclui 05 novos genes encontrados. Us novos genes passam ent&o pelo anota-
dor automaético que cria uma anotagdo preliminar de cada gene baseado na comparacio
automatica com bancos de seqiiéncias piblicos. O anotador humang pode entdo acessar,
analisar e modificar as anotagdes automaticas usando o editor de genes, mudar a segiiéncia
usando o modificador de codon de inicio, além de visualizar as seqgliéncias dos chunks e os
respectivos genes usando o visualizador de chunks. O sistema ainda prové a capacidade
de gerar arquivos de submissdc ao Genbank usando o gerador de ASN.
As caracteristicas gerais do sistema de anotagso sio:

1. independente se a segiiéncia completa esta fechada ou nio;
2. facilidade para executar todo ou parie do pipeling;

3. facilidade de uso pelo anotadores;

LS

. portabilidade para outras plataformas;

[$3]

. facilidade de customizagéo para outros projetos genoma de procariotos.

Maiores detalhes dos processos e do sistema como um todo sio discutidos nas segdes
abaixo.

5.3.1 O Banco de dados de Anotacao

Os dados de anotacdo sio armazenados e organizados pelo Mysql [42]. Além dos dados
dosg genes e dos chunks, o banco de anotacdo abriga outros dados, como ilustrade na
Figura 5.3. Pelo esquema, um chunk tem vérias feciures e contém vérios genes. Um
gene tem uma categoria e pode sofrer alteracbes. O anctador pode anotar uma ou mais
categorias. A categoria de um gene designa a fungdo que o gene tem dentro do organismo.
Features sdo regites de interesse em um chunk, como por exemplo as repeticdes e 0$ operons
(Secao 2.5.1).

O esquema implementado permite gue haja um controle de versio sobre cada atuali-
zacao no banco de anotacio conforme a montagem usada para alimentar o sistema com ¢s
contigs. Assim, quando o bance de anctacdo ¢ atualizado, o sistema passa a tomar como
referéncia a data da tltima montagem, embora os dados (genes e chunks) das montagens
anferiores ainda permanecam noc banco. Qutras caracteristicas do esquema de anotagao
sdo:
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Figura 5.2: Pipeline da anotagéo do Projeto Xanthomonas. As elipses representam os
processos, 0s retangulos abertos representam os repositérios de dados, os retadngulos fe-
chados representam entidades externas ao sistema e as linhas orientadas indicam o fluxo
dos dados.
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Figura 5.3: Esbogo do esquema do banco de anotacio. Uma linha simples indica a relacgo
um para um. Uma linha com orientacfo dnica indica a relagdo um para muitos.

% permité ¢ histdrico de alteracdes dos enes, sabendo quem fez a mudanca e quais
foram os campos modiﬁcados;

e faz controle de edigdo de genes baseado na sua categoria, restringindo um grupo de
pessoas a modificar somente os genes pertencentes a sua categoria de anotacio;

e armazena as informacotes de qualidade das bases dos chunks, possibilitando con-
seqiientemente resgatar a qualidade de bases de cada gene.

5.3.2 Interacac Montagem e Anotacgao

Uma das preocupagdes principais do sistema de anotacio estd em como se di a sua
interacao com a montagem, principalmente na extracio de chunks dos contigs novos e
na migracdo dos genes de uma versdo para outra da montagem. Além disso, € preciso
descobrir se existem novos genes entre o8 contigs novos. Veja a seguir, como essas tarefas
s8o realizadas pelo sistema.

Extrator de Chunks

Um chunk, como visto acima, é um pedago de segiiéncia escolhido para ser a entidade
bésica de anotagdo. De maneira mais formal, um chunk em um contig é um segmento
contendo somente bases com qualidade pelo menos QC e tenham no minimo um compri-
mento LC. Além disso, existe o parAmetro DC que refere-se a0 niimero méaximo de bases
com qualidade menor que ¢C permitido em um chunk, para evitar que haja um excesso
de chunks curtos. Embora isso pareca influir na solidez da seqiiéncia, pequenos segmentos

f gy e g
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de bases de baixa qualidade entre segmentos de boa qualidade ndc sic geralmente regides
criticas e podem ter suas qualidades melhoradas em uma préxima montagem com adigio
de outros reads de boa gualidade que passem por essa regido. A valor méximo de QC
aceitc pelo programa € 50. O programa extrator de chunks' utiliza os seguintes valores
come padrio: QU = 20, LC = 53000 ¢ DU = 10,

Embora o ideal seja extrair seqiiéncias longas estritamente de boa qualidade, aumen-
tar a estringéncia significa proporcicnalmente perder informacdo. ¥ de mansira geral, por
mails que se queira ajusiar os parfimetros, algumas coisas sempre passam. O mais impor-
tante a ressaltar é que 0 mais seguro € anotar precisamente os genes no final do processo
de montagem, quando 0s contigs estdc mals estdveis. Aconselha-se elevar o critério de
qualidade para anota¢do no inicio da montagem.

Identificador de Genes

O programa de identificacio de genes® usa dois softwares: o glimmer e o tRNAscan-SE.
O primeire, com visto acima, procura achar as ORFs da seqliéncia de entrada, e o outro
acha os tRNAs. Ambos 0s softwares 30 usados sobre cada um dos chunks de entrads do
programa identificador, que 18 os resultados na forma de coordenadas e em seguida extrai
a seqiiéncia das ORFs e dos tRNAs a partir dos chunks.

O programa identificador prové ainda a capacidade de treinar o glimmer. Para isso,
sao utilizadas as seqiiéncias dos proprios chunks dados como entrada. Como o glimmer
aprende com as seqiléncias analisadas, € importante que esporadicamente haja um retrei-
namento para capturar com mais precisac as ORFs nas seqiiéncias.

Migrador

A migracdo de genes entre chunks de uma montagem para outra ndo é uma tarefa trivial,
pois existem fatores que complicam o processo. De forma geral, migrar um gene ¢ localizar
sua seqiiéncia entre os novos chunks e alterar suas coordenadas e a identificacdo do novo
chunk em gue estd contide. Um fator complicador ¢ saber exatamente como identificar
um gene entre uma montagem e outra com base em sua seqiiéncia. Uma alternativa ¢bvia
é considerar ¢ casamento exato da seqiiéncia do gene com o chunk. Porém, existem casos
em que genes tém sua segiiéncia alterada de uma montagem para ouira, em geral pela
substuicao de bases.

Para fazer a migragho o programa® primeiramente compara as seqiiéncias dos genes
atuais com as seqiiéncias dos chunks novos, usando ¢ cross_match. Essa comparagéo

! Desenvolvido por Jodo Paulo F. W. Kitajima
?Desenvolvido por Jodo Paulo F. W. Kitajima
$Desenvolvido por Jodo Paulo F. W. Kitajima
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resulta em trés sub-conjuntos:
1. genes gue casaram perfeitamente;
2. genes que casaram com discrepancias, somente com substituigOes entre as bases;
3. genes que casaram com discrepancias de inser¢io e/ou delecBo de bases.

(J genes do primeiro sub-conjunto sio automaticamente migrados. Para 0s genes do
segundo sub-conjunto deve-se fazer uma andlise {manual) verificando se, com a substi-
tuicdo de bases, foi obtido algum codon de parada no meio da seqiiéncia. Os genes fora
dessa condicao sao entdo migrados com & segiiéncia corrigida. E por fim, os genes do
terceiro conjunto nac sao migrados.

Apbs esse mapeamento entre 0s genes para 0s noves chunks e a atualizacdo do banco
de anotagao, o migrador compara os genes encontrados pelo programa identificador com
08 genes migrados, para determinar gquals s80 0s novos genes entre o chunks da nova
montagem. Essa comparacdo € baseada na posico do codon de parada das segiiéncias,
ou seja, se ndo houver nenbum gene no banco com a mesma posicdo de um gene encontrado
pelo programea identificador, entdo este ultimo é considerade um gene novo,

5.3.3 Anotacao Automatica

O anotador automatico de seqgiiéncias® é uma ferramenta nsada para catalogar minima-
mente informagtes sobre as ORFs passadas como entrada. Como resultado, o programa
gera anotacgdes preliminares ou anotacdes automaticas das ORFs. Para isso, o programa
compara cada seqiiéncia de entrada com o banco de seqiiéncias Genbank usande o BLAST,
e atribui para cada uma os mesmos dados da segiiéncia do banco que teve melhor Ait (caso
haja hits). Na maioria dos casos, o primeiro hit (hit mais significativo) traz a resposta
correta para a consulta. No entanto, hd outros casos em que a resposta correta ndo é o
melhor hiéf, mas sim outro que estd um pouco atrds. Nesse caso, € dito que ¢ hit malis
significativo ndo € o Adtf mais relevante. De qualquer forma, essas anotagles automaticas
j& contribuem bastante com relagdo a diminuicdo de esforco e trabaiho, principalmente
no primeiro caso em que o At mais relevante é o mais significativo. Hé& um outro caso,
em que n&o ha o hit mais relevante, por ndo haver nenhum Aif, ou pelos hits serem fracos
segundo o BLAST, ou seja tem um F value ruim (ver Se¢io 5.2.1). Em resumo, uma ano-
tac&o preliminar visa apenas servir como um ponto inicial de referéncia para o anotador
humano, além de lhe poupar tempo em tarefas repetitivas que a anotacdo envolve, como
por exemplo, comparar os genes contra bancos de segiiéncias.

#Desenvolvido por Felipe Rodrigues da Silva ¢ Guilherme Pimentel Telles
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No projeto Xanthomonas esse programa fol melhorado, sendo adicionado um méduio
chamado categorizador automatico®. Esse programa compara cada seqiiéncia de entrada
com um banco de seqgiidncias muito especifico, composto basicamente de seqiiéncias de trés
genomas préximos evolutivamente ao genoma sendo estudado, e que possuem categorias
bem parecidas: Xylella fastidicsa, Escherichia coli e Xanthomonas campesiris. Desse
dltimo estdc apenas as segliéncias piblicas conhecidas depositadas no Genbank. Com
base no resultado do BLAST, o categorizador entZo atribui a seqiiéncia de entrada a
anotacio da seqiéncia com melhor Ait dentre os trés genomas, inclusive a categoria, néo
considerada pela versdo anterior no anotador automaitico.

Havendo ou néo Aits com esses trés bancos especificos, ¢ realizada ainda a comparagio
dos genes com outros bancos de segiiéncias como o Genbank, PFAM e COG. O propésito
dessas dltimas comparagles ¢ agregar de forma compacta o méximeo de informacio rela-
cionado & nova seqiliéncia génica, de maneira gue possa ser consultada e analisada pelo
anotador humano para ajudé-lo na decisdo de confirmar ou alterar a categoria atribuida
automaticamente e, também preencher ou mudar outros dados sobre a anotacdo de um
gene.

5.3.4 Interface Web

Para acessar o banco de anotagdo foram criadas algumas interfaces, orientadas principal-
mente para auxiliar na edicdo dos genes. A interface principal de edi¢do é ¢ editor de
genes, onde sdo feitas as modificacGes dos campos (como categoria, nome do gene, nome
do produto, remarks, etc), a menos da seqiiéncia do gene que é alterada com o modifi-
cador de codon de inicio. Cutra ferramenta de auxilio é o visualizador de chunks, onde
podem ser vistos os genes mapeados nas seqiiéncias dos chunks. Veja mais detalhes desses
programas abaixo.

Para acessar os dados de anotacio usando essa interface, o anotador deve estar cadas-
trado no banco de anctagdo. O acesso pode ser somente de leitura ou de escrita, sendo
que para este dltimo, a permisséo se limita acs genes da categoria na qual o anctador estd
responsavel.

Essas interfaces fazem o controle de acesso, distinguindo trés niveis de usuérios: os
anotadores convencionais, os chefes de categoria e o(s) curador(es) do banco anotacio.
Os anotadores convencionais sdo aqueles que tém permissic de editar somente os genes
de sua categoria, e sdo inibidos de remover genes ou mudar os genes de sua categoria para
outra. Os chefes de categoria tém & capacidade de fazer qualquer operagdo nos genes de
sua categoria, inclusive aquelas operagbes n&o permitidas ao anotator convencional. Por
fim, o curador do banco pode realizar qualquer operacdo em qualquer um dos genes nas

SDesenvolvido por Jodo Paulo F. W. Kitajima
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diferentes categorias.

Editor de Genes

O editor de genes permite ao anctator visualizar e modificar os dados de anotagdo dos
genes. A delecdo de urm gene é feita junto ao visualizador de chunks. Além da possibilidade
de mudanca dos campos, o editor de genes possui as seguintes caracteristicas:

# fornece o mecanismo de registro e visualizacio do histdrico das mudancas das ano-
tacdes suportado pelo esquema de banco de dados;

@ permite fazer consultas ac banco usando palavras chave, retornando uma lista com
a identificacdo de cada gene que tenha algum de seus campos casado com a palavra
chave de consulta;

# 2 interface do editor ¢ implementada usando frames da linguagem HTML [11], faci-
litando o acesso a cada gene listado pela consulta ao bance;

e permite a visualizacdo da qualidade das bases da seqiiéncia dos genes;

e permite a navegacio entre os genes (proximo e anterior) segundo a posigdo no chunk
ou segundo a categoria.

A Figura 5.4 apresenta a interface do editor de genes. No lado esquerdo da figura,
é apresentada a lista de genes resultantes da consulta sobre a palavra protease. Dessa
lista, foi escolhido o gene 153.1, cujos dados sdo apresentados no lado direito. Na parte
em laranja (abaixo da figura) estdo os campos que sfo editdveis através da interface.

Visualizador de Chunks

O visualizador de chunks (Chunk Viewer) permite que um segmento da seqiiéncia de um
chunk seja escolhido e mostrado nos seis quadros de leitura, junto com os genes localizados
no respectivo segmento. Veja um exemplo da visualizagdo de um chunk na Figura 5.5. No
quadro azul, as quatro barras superiores indicam como foi feita a escolha do segmento a ser
exibido. Os seis quadros de leitura, representados pelas barras vermethas, sdo mostrados
somente se ¢ comprimento do segmento escolhido cabe deniro do tamanho janela de
exibi¢io {5500 Kb). Caso o segmento tenha um comprimento maior que o da janela, entao
uma barra com a mesma cor do segmento escothido é mostrada imediatamente abaixo com
seus sub-segmentos. Isso continua até que o comprimento do segmento escolhido caiba
dentro da janela de exibicdo. Uma outra maneira de acessar um segmento é fornecer a
posicdo a ser mostrada ac programa de visualizacdo, que entao exibe diretamente a figura
nos mesmos moldes como se a escolha fosse feita interativamente. Sobre os seis quadros de
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leitura, sdo mostrados os codons de inicio - representados pelos tracos azuis, e os codons de
parada - representados pelos tragos pretos. Abaixo de cada quadro de leitura aparecem os
respectivos genes, representados por barras da cor da respectiva categoria, que s8o clicdvels
e apontam para o editor de genes. No quadro com a cor de fundo laranja, é mostrada a
lista de genes de cada quadro de leitura, juntamente com ¢ nome da categoria. Os genes
a serem removidos devem ser marcados, e apds apertar o botdo “Submit”, é pedido a
confirmacio de remoc¢ao. Os nomes dos genes sdo clicaveis e apontam para ¢ modificador
de codon de inicio.

A escolha por implementar a operacdo de remocio de genes por essa interface e ndo pelo
editor de genes, deve-se ao fato de que visualmente é mais facil identificar os candidados
& remo¢do, pois em geral isso € dependente da andlise de sobreposi¢cdo entre os genes,
sendo removidos na maloria das vezes 0s genes totalmente cobertos ou os genes curtos
que tenham scbreposicio com outros genes longos.

Uma outra caracteristica desse programa é possibilidade de mostrar, junto aocs quadros
de leitura, os genes encontrados por outros programas de identificacfo. Ksses genes séo
representados por linhas horizontals acima de cada quadro de leitura. A incorporagio
desse tipo de informacdo ajuda de maneira geral o anotador a confirmar a existéncia de
um dado gene. No projeto Xanthomonas foi usado o programa Genmark [8], mas as linhas
respectivas aos genes encontrados por esse programa nfo estdo na figura mostrada como
exemplo (Figura 5.5).

Modificador de Codon de Inicio

Dentro do contexto do sistema de anotagdo, a operacido de modificar a seqiiéncia de um
gene, feita por um anotador, corresponde modificar o seu codon de inicio. O programa
modificador de codon de inicio (Start Codon Changer) prové os mecanismos e a interface
pelo qual o anctador pode fazer essa operacao de maneira facil e intuitiva.

Em sua interface, o programa exibe uma figura onde os codons de inicio sdo represen-
tados por tragos coloridos segundo seu tipo, desenhados sobre uma barra que representa a
seqiiéncia. Veja um exemplo na Figura 5.6. Os tragos sdo clicdveis e selecionam o respec-
tivo codon de inicic. O codon de inicio escolhido é indicado na figura por uma pequena
seta, e abaixo aparecem o codon escolhido, as coordenadas da seqiléncia, a seqiléncia de
nucleotideos e a seqliéncia de aminocdcidos. O anotador pode usar o botdo “BlastP without
filter” para fazer a comparagio da seqiéncia de aminodcidos contra o banco de seqiiéncias
de proteinas usando o programa BLAST, de onde ele pode identificar se o codon foi ou
nao uma boa escolha. O botdo “Change Start Codon” permite que o anotader mude a
seqiiéncia do gene para o respectivo codon de inicio escolhido.
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Figura 5.5: Interface do visualizador de chunks. No quadro azul, as quatro barras superio-
res delimitadas por pequenos tracos verticais correspondem aos segmentos e sub-segmentos
escolhidos para visualizagao. As seis barras inferiores de cor vermelha representam os seis
quadros de leitura, junto com os codons de inicio {tragos azuis) e codons de parada (tragos
pretos). Abaixo de cada quadro de leitura sio mostrados os respectivos genes. No quadro
laranja, sao escolhidos os genes a serem removidos.
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5.3.5 Qutras Ferramentas de Anotacgao

Gerador de ASN

Ao final de um projeto de seglenciamento de genoma, € habitual tornar publico o5 dados
e ag informacdes de seqiiéncias coletadas. A maneira usual de publicagio dos dados de
segiléncia é conseguida com o seu depdsito junto ao banco de seqiiéncias pablico Genbank.

A submissdo das seqiiéncias ao Genbank deve ser feita em um formato especifico, no
caso, 0 ASN.1 {Abstract Syntar Notation 1). Esse formato é reconhecido pelo programa
Sequin {ver Secdo 5.2.4). O programa gerador de ASNY recebe como enirada a segiidncia
de nucleotideos e os dados de seus genes {como nome, coordenadas, nome do produto, tipo

de RNA, entre outros), lidas diretamemente do banco, e produz um arquivo no formato
ASN.

Gerador do Mapa de Genes

O mapa de genes de uma seqiiéncia de DNA mostra graficamente a disposicdo geral de
seus genes, além da orientacio e da categoria de cada gene. A sgegiiéncia de DNA é
representada por varias linhas, delimitadas por espagos uniformes que estabelecem uma
escala {cada espaco equivale a 1000 bp). Abaixo dessas linhas, sdo desenhadas barras
coloridas com orientagdo que representam os genes. Kssa orientagio indica em qual das
duas fitas estd o gene. As cores dos genes indicam a categoria a que pertencem, mostrado
pela legenda na parte inferior do mapa, como ilustrado na Figura 5.7. As barras dos
genes sdo clicdveis e apontam para o editor de genes. Outras caracteristicas sobre os
genes podem ser ressaltadas no mapa, como a marca em forma de X sobre alguns genes.
No caso, essa marca indica que hd um problema na seqiiéncia do gene (frameshift ou
ponto de muta¢io).

Além de possibilitar uma visio geral da disposicao dos genes, 0 mapa de genes permite
a facilidade de varredura visual dos genes por parte do anotador, podendo fazer uma
varredura seqliencial ou uma varredura por categoria.

O programa gerador do mapa de genes 1& o banco de anotagfo e produz a figura
representando o mapa. Durante o processo de anotacdo, os genes podem sofrer alteracgoes,
ou mesmo podem ser removidas do banco. Essas mudancgas afetam o mapa de genes,
que deve entdo ser atualizado com uma re-execucdo do programa gerador do mapa de
genes, De acordo com o nivel de mudancas do banco, a atualizacio do mapa era feita
diariamente no perido de poucas mudancas, e feita com mais fregliéncia no periodo de
muitas mudangas.

5Desenvolvido em parceria com Guilherme Pimente] Telles
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Figura 5.7 Mapa de genes mostrado parcialmente.



6.1 Digestao Eletronica

Como visto na Secdo 2.6.1, digestao € o processe bioldgico pelo qual uma molécula de DNA
é cortada por enzimas de resirigac. Além de ser utilizada no processo de fragmentagio de
moléeulas, a digestdo pode ser usada também na construgho de mapas de restricdo. Um
mapa de restricio mosira os lugares ou pontos onde uma uma molécula foi digerida com
uma ou mais enzimas de restricio.

O programa de digestdo eletrénica’ foi desenvolvido com propésito de comparar versoes
eletrénicas de mapas restrigdo com os mapas de restrigio reais. O propdsito dessa compa-
racio é confirmar a colinearidade entre uma molécula e sua respectiva segliéncia. Dadas
uma seqiiéncia de DNA S e a seqliéncia de uma enzima F, o programa de digestao ele-
tronica produz uma figura mostrando os pontos (sitios de restrigio) onde E corta S,
identificando quais os fragmentos gerados e seus respectivos comprimentos. Além disso, é
mostrade também como seria a distribuicdo desses fragmentos em um gel de eletroforese,
segundo o comprimento desses fragmentos. Um exemplo do mapa de restrigao produzido
para uma seqliéncia de cosmideo é apresentado na Figura 6.1.

Achar a seqiiéncia de uma enzima em uma seqliéncia de DNA corresponde ao problema
de procurar uma determinada sub-cadeia em uma cadeia de caracteres maior {string
matching) [19]. No programa de digestao foi usado a fun¢do index da linguagem DPerl,
que dada uma cadeia S e uma sub-cadeia 7, retorna a posigao da primeira ocorréncia de
rem S.

Desenvolvido por Marcos Renato R. Araujo
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6.2 PCR Eletrénico

O PCR, como visto na Secho 2.6.2.3, ¢ uma das alternativas para fazer cdpias de um
DNA. Entre os elementos usados para realizacido desse experimento temos o primer, a
partir do qual se inicia a cdpia do DNA. Uma das exigéneias para a eficiente execugfo
do processo € que a seqiléncia do primer usado ndo esteja repetida no DNA molde. Uma
boa escolha de uma sequéneia de primer a ser construido, em cases como o problema de
fechamento de buracos, é extremamente importante. A presencga do sitic do primer em
mais de um lugar da molécula original pode acarretar em cépias de trechos distintos, o
que ndo é desejdvel.

O objetive do programa de PCR eletronico® é mostrar onde nos contigs a seqiiéncia
(candidata & primer) passada como entrada se liga, ou seja, onde a seqlidncia de entrada
ocorre na seqiiéncia dos contigs. Se a seqléncia do primer for encontrada em algum
contig, o programa mostra graficamente o contig e quals 08 pontos onde ele se liga. O
programa permite um nivel de tolerdncia, ou seja, wm nimero aceitdvel de diferencas nas
bases entre a seqiléneia do primer e a segiiéncia do contig. Isso é feito com a utilizacio
do programa psearch [28], que implementa um algoritmo de casamento de cadeias (string
matching) que permite erros no padrio ou ne texto. O programa de PCR eletrénico
exibe como resultadc uma figura contendo para cada contig, duas linhas espessas {uma
linha para cada orientacdo do contig) com as posicbes (representada por uma pequena
linha vertical) onde se localizam seqliéncia de entrada {Figura 6.2). Colocando o mouse
sobre cada posigdo, € mostrado na janela abaixo das linhas ¢ respectivo alinhamento
entre a seqiiéncia do primer e a seqiiéncia do contig. No exemplo da Figura 6.2, é exibido
o alinhamento corresponde ac da primeira posicdo da linha inferior, indicando que 2
segiiéncia de entrada é complementar ao segmento do contig.

6.3 Miscelanea

Query Reads

O programa tem a finalidade de deteminar em qual contig um determinado read foi
montado. Pode ser especificado mais de um read por consulta. Se o read for encontrado
em algum contig, é retornado o nimerc e nome do contig, a posigdo inicial & a posi¢ao
final do read no contig, e a orientacido do read no contig. A procura é feita usando a saida
da montagem realizada pelo programa phrap.

2Desenvolvido por Marcos Renato R. Araujo
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Figura 6.2: Resultado de uma pesquisa usando o PCR eletronico.

Pagamentos

Esse programa contabiliza os valores a serem pagos para cada laboratério pelo seu esforco
de seqiienciamento. Os valores sdo apresentados em uma tabela, que inicialmente conta-
bilizava os valores para as segiiéncias de cosmideos e de plasmideos. Para os cosmideos
eram contados o nimero de bases seqiienciadas e para os plasmideos o nimero de reads
seqiiénciados. Com o progresso do projeto Xylella novos seqienciamentos foram feitos,
sendo entdo acrescidas a tabela mais trés colunas:

s GFS (gap filling sequences): seguéncias utilizadas no processo de fechamento de
buracos do genoma. Valor pago pelo nimero de bases da seqiiéncia.

e Novos reads de shotgun: Valor pago pelo nimero de reads.

e end reads: reads de pontas de cosmideos e de pontas de fagos lambda. Valor pago
pelo ntimero de reads.

Os wvalores das colunas dessa tabela correspondem aos valores totais e sao links que
apontam para cutra tabela apresentandc os ndmeros que deram origem ao valor total
contabilizado. No caso dos cosmideos e das GFSs afo listados para cada segliéncia, o nome,
o numero de bases e o valor & ser pago. No caso dos plasmideos, dos reads de shotgun
e dos reads de ponta, sdo listados para cada ano/més o nimero de reads considerados
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pagaveis e 0 ndmero de reads considerados ndoc pagaveis. Um read é considerado pagave]
se possui um ndmero minimo de bases com gualidade hoa.

Procura de Reads QQuiméricos

O programa 18 a salda da montagem produzida pelo phrap e procura quals reads sao
identificados como quiméricos. Para cada read indentificado como quimérico, o programa
mostra 0 nome do read, o nome do cosmideo que o read tem sobreposicio, e a posicdo
relativa do read com relagdo ao cosmidso.

Auto Corretor da Montagem

A finalidade desse programa é identificar e remover os reads de shotgun considerados
problematicos ou que ndo influenciam na montagem. Em uma primeira andlise, sdo
removidos o reads quiméricos e os reads identificados como "probable deletion reads”.
Entre os reads quiméricos, sdo removidos somente aqueles que fazem parte dos contigs de
shotgun. Contigs de shotgun sdo aqueles que sdo formados apenas por reads de shotgun.
O programa envia uma mensagem a algumas pessoas que estdo diretamente envolvidas
com a montagem, reportando a lista de reads removidos.

Visualizador de Genes

Esse programa ¢ usado no site oficial (publico) do Projeto Xylella para acessar os genes. No
site hd uma caixa de entrada onde podem ser digitadas palavras chave para buscar genes
no bance de dados. As consultas podem feitas usando os operadores l6gicos and, or ou
not. Como resultado, o programa mostra a lista de genes em cujo registro foi encontrada
a palavra chave, ou no caso da lista resultante conter apenas um gene, o registro desse
gene ¢ exibido, onde sdo apresentadas informaces como a sua identificacdo, o nome do
produto, o nome do gene, a categoria, coordenadas e comprimento da segiiéncia.

Visualizador de Categorias

Esse programa ¢ usado também no site oficial do Projeto Xylella e visa acessar os genes
segundo a sua categoria. Ao ser invocado, o programa mostra as categorias usadas na
classificaciio dos genes e o numero de genes em cada categoria. Ao clicar na descri¢do de
uma categoria, é exibida a lista de genes que fazem parte da categoria escolhida.
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FastagualZ2Phd

O pacote phred/phrap/consed traz consigo um programsa chamado fastaZphd.perl, que
recebe como entrads um arguive fasta ¢ produz um arguivo phd, ou seja, um arquive
contendo as gualidades das bases do arquivo fasta. No entanto, a qualidade é a mesma
para todas as bases e tem umn valor padrdo. Bsse tipo de coisa é geralmente Gtil quando se
quer incorporar seqiiéncias que nao tem qualidade & uma montagem que usa seqiiéncias
que tem gualidade. Porém, nos projetos Xylello e Xanthomonas houve a necessidade de
incorporar &4 montagem seqiiéncias com qualidade que néo tinham um arquive phd. Um
exemplo, s&0 as seqiiéncias montadas. O montador gera automaticamente um arquivo
com a seqiiéncia de bases no formato fasta. Assim, através de uma adaptacdo, foi criado
o programa fastaqual2Phd, que recebe como entrada o arquivo fasta com as bases e o
arquivo fasta com as qualidades e dé como saida ¢ arquive phd.

Extrator de Regices Upstream de Genes

Fsse programa® visa identificar o segmento de comprimento NB imediatamente anterior
ao inicio de cada gene. A informacdo extraida por esse programa € Gtil no estudo para
encontrar regites de RBS (ribosome binding site) dos genes. O programa leva em conta se
o gene est4 na fita direta ou inversa, e se ha sobreposicdo do segmento com o gene anterior
na mesma fita. Para esse 1ltimo caso, o programa imprime a parte do segmento que nac
estd se sobrepondo com o gene anterior, desde que tenha um comprimento minimo U. Além
disso, o programa aceita uma bandeira (flag -A) que ignora se hi ou néo sobreposi¢io.

¥ Desenvolvido em parcecia com Joge Carlos Setubal



Capitulo 7

Conclusao

Objetivamos neste trabalho, descrever sistematicamente como foram realizadas as tarefas
de bicinformética baseando-se nos pipelines de montagem e anotagdo usados, respectiva-
mente, no projeto genoma Xylella & no projeto genoma Xanthomenas., Além disso, esses
pipelines foram também utilizados, com algumas modificagdes, no projeto genoma Xy-
lelia fastidiosa Fierce’s Disease e no projeto genoma Agrobacterium fumefaciens. Nesse
dltimo, foi usado apenas o sistema de anotagao.

Para isso, apresentamos uma breve introducdo sobre alguns conceitos de biologia mo-
lecular e de segiienciamento de DNA, para um melhor um entendimento do trabaltho e
também para servir como um pequeno guia para iniciantes na drea de bioinformadtica. E
bom ressaltar a importdncia do profissional dessa area ter bons conhecimentos em ambas
as disciplinas de computacéo e biologia, seja um profissional de computacio ou um bidlogo,
para assim conhecer com mais precisfio os problemas e dessa forma oferecer solugbes ou
ainda melhorar as que j4 existem.

Apresentamos também uma descricio sobre projetos genoma, suas abordagens de
seqiienciamento e andlise, suas etapas principais e como a bioinformédtica tém um pa-
pel fundamental na sua realizacao.

Apresentamos detalhes dos dois pipelines desenvolvidos pelo LBI, juntamente com a
descricgo dos conceitos relativos ac problema e das principais ferramentas utilizadas. O
primeiro sistema serve para recepgloe, andlise de qualidade e montagem de seqiiéncias,
com a caracteristica de ser simples, portavel e flexivel. O segundo sistema, voltado para
a anotacdo de genes, permite que tal andlise sobre 0 genoma seja realizada paralelamente
com a montagem, independente se a seqliéncia completa esteja fechada ou ndo. E para
que tal andlise seja realizada com seguranca, é necessario que sejam fornecidas junto com
as seqiiéncias as qualidades de suas bases. A principal caracteristica desses sistemas € a
sua flexibilidade, ou seja, podem ser facilmente customizdveis. Apesar disso, essa carac-
teristica pode levar por cutro lado a dificuldade de manter atualizado entre os diferentes
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projetos em andamento, as melhorias gerais ou novas funcionalidades que sfo realizadas
no sistema de um projeto especifico.

E finalmente apresentamos diversos programas com aplicaches especificas, que podem
ser usados junto aos dois sistemas descritos, como ferramentas para anélises adicionais,
visando a confirmacio e a melhoria de dados gerados.

Os dois pipelines descritos podem ser considerades como dois sistemas de software,
aplicados respectivamente ao problema da montagem de seqiéncias e ac problema de
anotacdo de um genoma. H2 algumas melhorias que devem ser realizadas sm ambos
para que sejam sistemas mals compactos € mais estruturados. No caso do sistema de
montagem, as melhorias que podem ser realizadas sac:

1. Centralizar as configuracdes dependentes do projeto e da plataforma, para facilitar
a customizac¢do e portabilidade do sistema. Exemplos dessas configuractes sio o
padrdo do nome das seqiiéncias e localizacio das ferramentas usadas pelo sistema.

2. Organizar os diversos programas desenvolvidos, estabelecendo uma divisio modular
mais eficiente;

3. Criar um pacote de instalagdo para o sistema.

Diferente do sistema de montagem, o sistema de anotagaoc foi um pouco mais elaborado,
¢ teve um planejamento (embora informal) antes de sua implementacio. As melhorias
dos itens 1 e 3 para o sistema de montagem servem também para o sistema de anotagio,
embora para esse ltimo o primeiro item tem bem menos peso. Qutras melhorias gerais
sobre o sistema de anotacio estdo relacionadas a total implementacio e incorporagéaoc
de outros modulos projetados. Um exemplo é ¢ médulo de analise e disponibilizagao
de informacdes sobre regides intergénicas, que podem conter genes ndoc achados pelas
ferramentas de identificagio. Outro exemplo é o médulo de edicdo de features do genoma.
Algumas partes desses mddulos j4 foram implementadas, mas fazem parte da customizagao
do sistema em projetos distintos.

As minhas principais contribuigtes sao:

e sistematizacdo e documentacdo dos pipelines de montagem e anotagdo, e que por-
tanto deve ser util para outros prejetos genoma,;

¢ introducdc basica sobre Biologia Molecular e seglienciamento de DNA, servindo
cOmo um guia para iniciantes na area de bioinformatica;

e desenvolvimento de programas e madulos especificos;

» participagio (co-autoria) nos trabalhos cientificos do projeto Xanthomonas {10} e do
projeto Agrobacterium {40].
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0 estudo de genomas € uma 4rea de pesquisa gue tem ainda muitos desafios. O escopo
deste trabalho mostra apenas uma parcela digso, restringindo-se ac que tem sido feito a
nivel de bicinformética para os genomas de bactérias, que mesmo sendo considerados or-
ganismos vivos simples, apresentam certo grau de dificuldade quando sstudados. E ainda
hé todo o restante dos organismos do dominio dos procariotos, sem falar nos eucariotos,
que 880 organismos rmuito mais complexos de serem estudados. Além disso, em paralelo ao
estudo dos genomas, surgem os desafios pds-genoma relacionados ao estudo da expressio
génica baseado na anédlise de RNAs expressos (trascriptoma)} e 20 estudo das proteinas
em um organismo (proteoma).



Apéndice A

Tabelas

Nesta se¢do sdo colocadas algumas tabelas referenciadas nos capitulos da dissertacdo.
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U mapeamento genético apresentado abaixo ¢ feito usando-se bases de RNA, pois s80 as
moléculas que fazem a ligacBo entre DNA e a sintese de protefnas. As guatro bases sfo
arranjadas em triplas e resultam em 64 combinagfes. Apesar desse nimero, somente 20
aminodcidos sfo utilizados na composicdo de proteinas, resultando em triplas distintas
levando a um mesmo aminodcido. O codon AUC gque codifica a metionina € usado com
um codon especial, denominado siart codon, que marca o inicio dos genes. Hé outras trés
triplas especials, denominadas de sfop codons. Elas s8o identificadas pela palavra STOP
e determinam ¢ fim da composigac de uma cadeia de aminodcidos. Esse cédigo genético
é usado por grande parte dos organismos vives, sendo tratado como cédigo universal.
QOutros organismos usam um c6digo ligeiramente modificado.

Tabela A.1: Cédigo genético: mapeamento de codons para aminodcidos.

Primeira Segunda posigio Terceira
posicao G A C U | posicao
Gly Glu | Ala | Val G
Gly Giu | Ala | Val
G
Gly Asp | Ala | Val C
Gly Asp | Ala | Val U
Arg Lys | Thr | Met G
Arg Lys | Thr| lle A
A
Ser Asn | Thr | le C
Ser Asn | Thr | Iie U
Arg Gln | Pro | Leu G
Arg Gln | Pro | Leu A
C
Arg His | Pro | Leu C
Arg His | Pro | Leu U
Trp | STOP | Ser | Leu G
STOP | STOP | Ser | Leu A
U
Cys Tyr | Ser | Phe C
Cys Tyr | Ser | Phe U




Apéndice

Relatorios e Sumarios

Nesta se¢go s8o colocados exemplos de relatérios gerados pelo programas de submissfo
de seqliéncias e sumdérios gerais sobre andlise de cosmideos e contigs, referenciados nos
capitulos da dissertacio.

B.1 Relatdrio de Submissio de Reads

s==mmemanns RELATORIC DE PROCESSAMENTG DO LOTE 000011 =s===zssssss

seqg.id: XOQROOQ2FO3F

vetor{pbs-bluescribe): 47 -» 127

n . bases= 815 vetor= 81 {(9.9%) >=20= 486 (59.8%) >=30= 428 (52.5%)
seq._id: XOQROOO2FO4F

vetor(pbs-bluescribe): 34 -> 102

n_bases= 814 vetorz §9 (8.54) »>=20= 189 {(23.2%) »>=30= 44 {£.4)
seg_id: XZOQGROOQZFOBF

vetor(pbs-bluescribe): 37 -> 106

vetor{pbs~blusscribe): 783 -> 820

n_bases= 822 vetor= 108 (13.1%) >=20= 451 (54.9%) >=30= 332 (40.4%)
sag, id: ZDUROQQIFOTF

vetor{pbs-bluescribe): 66 -> 11§

n_bages= 818 vetors 54 {§.6%) >=20= 171 (20.9%) >=30= 24 {2.9%
seq.id: XOQROCO2FOGF

vetor{pbs~bluescribe): &7 -> 13§

n_bases= 835 vetor= 70 (8.4%) >=20= 526 (63.0%) »>=30= 428 {51.31)
seg.id: XOQGRODOZFIOF

vever{pbs-blusescribe): 37 -> 83

n.basess 824 veters &7 (6.81) >=20= 369 {44.8%) >=30= 222 (26.5%0)
seq.id: XCQROCOIFLLIF

vetor(pbs~bluescribe): 47 -> 124

n.bases= B26 vetors TB (9.4%) >=20= 436 (B2.8%) >=30= 315 (38.1%)
seq. id: XQQROQQO2F1IZF

veter (pbs-bluescribe): 17 -» 97

n.bages® 814 vetor= 81 (10.0%) >=20= 515 (83.3%) >=30= 487 (58.2%)
seq.id: XOQROOGO2GOLF

vatox(pbs~bluescribe): 47 ~> 127

n.bases= 812 vevor= 81 (10.0%) >=20= 823 (84.4%) >=30= 467 {(57.5%}
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B.1. Relatorio de Submissdo de Reads

seg.id: XOQROO02G0ZF

vetor (pbs-bluescribe): 31 -> i1l

vetor{pbs-bluescribe}: 630 -» 803

n. bases= 222 vetor= 255 {31.0¥) >=20= 801 (80.9%) »=30= 457 {55.0%)
seq.id: ZOQROQUZGO4F

vetor{pbs-bluescribe}: 35 ~» 103

n. hases= 814 vetor=s 89 (8.5%) »=20= 485 {560.8%) >=30= 450 {55.3%}
seg.id: XQQROOC2GLOF

vetor(pbs-blusseribe): 24 -> 100

n.bagsess 807 veter= 77 (9.5%) >=20= 457 (56.6%) »=30= 361 {(44.7%)
seg, id: AOQROOOZGILE

vetor{pbs-bplusscribe}: 47 -> 128

n.bases= BL3 vetors 53 (10.2%) »>=20= 518 (83.7%) »=30= 476 (58.5%)
seg. id: XOQROCOZHQLZF

vetor{pbs-bluescribe}: 20 -> %5

n.basess 810 vetor= T8 (9.4%) »>=20= 248 (80.2%) >=30= 131 (1£.2%)
seq.id: XOQROCO2HO3F

vetor(pbs~blusscribe): 8 -> 87

vetor{pbs~biusscribe): BBO -» 784

n.bases= T84 vetor= 327 (41.7%) »=20= 452 (B7.7%) >=30= 452 (BY.7%)
seg_id: XZCQRUDCZHO4F

veteripbs-bluescribe): 18 -> §7

vetor{pbs-bluescribel: Ti4 -» 810

n.bases= 818 veter= 179 (21.0%) >=20= 482 (60.3%) >=30= 428 (82.5%)
seq.id: XOQROQUZHOSF

vetor{pbs-biuescribel: 48 -» 128

n.basass 822 vetors §1 (8.9%) >=20= 803 (61.2Y%) >=30= 485 (85.4%)
seq.id: KOQROQOZHOSF

vetor(pba-biuescribel}: 28 -> 112

n.bases= 824 vetor= B¢ {10.2%) »=20= 489 {(60.6%) >=30= 418 (50.7%)
seq.id: XOQROQOZHQTE

vetor(pbs-bluescridbe}: 26 -» 107

n_basgs= 797 veter= 82 (10.3%) >=20= 532 (67.6}) »=30= 490 (61.5%)
seq.id: XOQROOQHOSF

vetor{pbs~bluescribe}: 47 -> 128

n.bases= 814 vetors 83 (10.2%) >=20= 529 (65.0%) >=30= 482 (60.4%)
seq.id: XOQROQOZHLILF

vetor(pbs-bluescribel: 53 ~> 130

n_basss= B27 vetors 78 (9.4%) »=20= 71 (8.8%) >=30= 4 (0.5%)
seq.id: XOQRCGOQZHIZF

vetor(pbs~biuescribe): 17 -> 87

vetor (pbs-blusescribel}: 374 -> 812

n_bases= 813 vetor= 520 (64.0%) >=20= 276 (33.9%) >=30= 276 {(33.9%)
seg.id: XDQROQQ3AQLF

vetor{pbs-bluescribe): 44 -> 124

n_bases= 823 vetor= 81 (8.8)%) >=20= 530 (54.4%) >=30= 473 {&7.5%)
seg_id: XOGROQO3AOZF

vetor{pbs-bluescribe): 16 ~> 96

n.bases= 809 vetor= 81 {(10.0%) >=20= 504 (62.3%4) >=30= 439 (54.3%)

>222>3320>> Totals para lote 000011 <<<4L4q<<LC
n.reads* 24 o_basess 1DB7D vetor= 2835 (14.5)) >=20= 10277 (52.5%) »=30= 8339 (43.8%

__________________ fipal do relatorig ~e——ew—ccv—mwenmmam—————



B.2. Relatdrio de Subrmissio de Seqiiéncias Montadas 93

B.2 Relatdrio de Submissao de Seqiiéncias Montadas

PRELIMINARY CERTIFICATION REPORT FOR COSMID 03C03
DATE: Mon 29-Mar-159%

REAL COMPOSITION: 1385 reads:

BF-03C08 : 432 reads
IL=0BC03 @ 180 rsads
PHM-03003 2 reads
RC-0YEGE : 433 yeads
UV-07BGT7 1 280 reads
plasmid : 582 reads

Contig size: 41769 bp
Insert size: 38387 bp (excludes lawrist and/or cosmid extensions)

LAWRIST LOCATIONS:

Left : first base after LAUZ = 340
Right : last base before LAUI = 40328

EXIPECTED ERROR RATE: 0.28 / 10000 bp
LOW COMBENSUS QUALITY {LCQ) REGIONS:

19278 - 19280 (3)
19333 - 18335 (3)
19398 ~ 19403 (&)
19405 - 19408 (4)
19458 - 18460 (3)

TOTAL: 1%
HIGH QUALITY DISCREPANCIES (HQD):

X0IL-03C03-A035F 26504 - 26B08 (3)
X0TL-03C03-A036F 26508 - 26509 (23
XOBF-03C0O3~Z264iF 34854 - 34654 (1)
X0IL~03C03~-A03TF 18317 - 16317 (1}
A0IL~03C03-A03TF 18318 - 16319 ()
X0IL~03C03-4037TF 18321 - 16321 (1)
XOIL~03C03-4037F 16324 - 16324 (1)
ZOIL~03CO3~A0STF 16326 - 16328 (1)
Z07L-03003-4032F 27092 ~ 27083 ()
A0IL-GBCO3-A03ZF 27098 - 27100 (&)
XOIL-03C03-A082F 130947 - 13947 (1)
XOIL-03C03~A096F 13781 - 13781 (1)
XOBF-03C03-Z259F 36212 - 382183 ()
Z0IL-03C03~A005F 12765 ~ 12766 (2)
X0IL~03C03~-A005F 12769 - 12769 (1)
ACIL-03CC3-A00BF 12772 - 12772 (1)

TOTAL: 27
POSITIONS NOT CONFIRMED ON BOTH STRANDS (NCBS):

19437-19437 (1



B.53. Sumério de Cosmideos G4

18614~18514 (13
18517-18817 (13
18820-18820 (13
1852819525 (1}
19839-189838 (1}
i9551-18851 {13
1955318864 (12}
19566-19868 (3)
i96Ti-1857¢ {6
iPETR-18881 {4}
19583-18685 {3}
1988719889 (3)
19583-18883 {12
i9598-18596 (13
19598~19600 (3}
19602-18612 (14
19614-19615 {2}
19618-19618 (1)

TOTAL: BY
CORCLUSION: Cosmid still mot close to finished:
please check preblems pointed out above

END OF ANALYSIR

B.3 Sumario de Cosmideos

A figura a seguir apresenta o sumério criado para os cosmideos. Conforme seu estado, a
linha do cosmidec na tabela é pintada com uma cor. Alguns dos campos da tabela sdo
apontadores Web para outras informagOes relativas a coluna. Por exemplo, ao clicar no
item Sequence {mostra seu tamanho) de uma dada linha leva a segiiéncia do cosmideo,
ou no item Report leva ao relatdrio gerado pela certificaciio (ver Apéndice B.2).
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B.4 Sumadario de Contigs

Para acompanhar ¢ andamento da montagem geral, foi elaborado um sumdrio para os
contigs, como mostrado na figura a seguir. Nesse sumdrio sdo apresentados dadoes sobre
cada contlg obtido pela montagem mals recente, inchuinde o niimere de identificacio,
o nome dado ao contig {formado pelo nome do cosmideo mais a esquerda e nome do
cosmideo mais a direita do contig), o comprimento da sua seqilbnela, o nimero de reads
de shotgun, e quais 0s possivels contigs adjacentes (A direita e & esquerda), indicados pelo

1 L on ~

programa phrap. A tabela traz também apontadores Web para outras informacoes sobre




r}

ey
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os contigs. O suméric de contigs mostrado na figura € do genoma ja fechado, e por isso
estd chelo de “n/a”s na coluna Contig links.

Genome Config Sammary

" Number | Name
| {Link to anadysis] | (Link o Map)

HE R

s

iy
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Apéndice C

Enderecos

Nesta se¢do sdo colocados os enderecos WEB dos projetos mencionados na dissertacio e
alguns outros relacionados ao trabalho.

¢ Projeto Genoma Xylella fastidiosa:
http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf

e Projeto Genoma Xylella fastidiosa Pierce’s Disease:
http://www.lbi.ic.unicamp.br/world /xf-grape

e Projeto Genoma Xanthomonas:
Xanthomonas azonopodis pv citri
Enderego geral: http://genomad.ig.usp.br/xanthomonas
Enderego com resultados de anotacio:
http://cancer.lbi.ic.unicamp.br/xantho
Xanthomonas campestris pv campestris
Enderego geral: http://genoma.fcav.unesp.br/xc-campestris
Enderego com resultados de anotacio:
http://cancer.lbi.ic.unicamp.br/campestris

e Projeto Genoma Agrobacterium tumefaciens:
Enderego geral: http://www.agrobacterium.org
Enderego com resultados de anotacio:
http://cancer.lbi.ic.unicamp.br/agroC58

e Laboratério de Bioinformatica - IC - Unicamp:
http://www.lbi.ic.unicamp.br

¢ Rede ONSA:
http://watson.fapesp.br/genoma3.htm
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