UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia

Tese

Square: uma plataforma grafica e intuitiva para

anotacao de genomas bacterianos

Marcus RedU Eslabao



Pelotas, 2016
Marcus Rediu Eslabdo

Square: uma plataforma gréafica e intuitiva para anotagdo de genomas

bacterianos

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacéao em Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial & obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias (area do

Conhecimento: Bioinformatica).

Orientador: Odir Antonio Dellagostin

Pelotas, 2016



Dados de catalogacéo na fonte:
Maria Beatriz Vaghetti Vieira — CRB-10/1032
Biblioteca de Ciéncia & Tecnologia - UFPel

E76s Eslab&o, Marcus Redl

Square: uma plataforma grafica e intuitiva para anotacdo de genomas
bacterianos / Marcus Redu Eslab&o. — 48f. — Tese (Doutorado). Pro-
grama de Pos-Graduagdo em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas. Centro de Desenvolvimento Tecnologico. Pelotas, 2016. — Ori-
entador Odir Antonio Dellagostin.

1.Biotecnologia. 2. Anotacéo de genomas. 3. Gen6mica. 4. Sequenciamento d
DNA. I.Dellagostin, Odir Antonio. II. Titulo.

CDD: 574.88




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Alan John Alexander McBride (UFPel, CDTec)

Prof. Dr. Luciano da Silva Pinto (UFPel, CDtec)

Prof. Dr. Marilton Sanchotene de Aguiar (UFPel, CDTec)
Prof. Dr. Odir Antonio Dellagostin (Orientador, UFPel, CDTec)



Agradecimentos

Gostaria de agradecer aos membros da equipe de Bioinformatica, Frederico
Kremer, Fernanda Valiati, Jessica Placa, Mariana Brutschin, Monize Provisor,
Amanda Guimarées, Julia Labonde, Rafael Woloski, Paulo Porto e ao Prof. Luciano
Pinto, por proporcionar todo o necessario para realizagdo do meu trabalho, desde a
parte material, até a parte de convivéncia e emocional, gerando um ambiente
positivamente propicio para o desenvolvimento intelectual e pessoal. Um
agradecimento mais que especial ao meu orientador Prof. Odir Antonio Dellagostin,
que desde a graduacdo serve como guia e exemplo, acreditando na minha
capacidade e fornecendo de forma direta e indireta o conhecimento e recursos
necessarios para minha formacdo. Aos colaboradores Timoéteo Rico, Augusto
Schmidt, Prof. Marilton Aguiar e Prof. Alan McBride, que interagem com 0 NoSso
laboratorio, proporcionando um ganho de conhecimento, novas ideias e solucdes.

A minha mae Francisca, ao meu pai Felizardo, ao meu irmao Rafael e aos
demais membros da minha familia, pela atencdo e apoio necessarios para minha
evolugcdo e realizagdo dos meus sonhos. Em especial a minha esposa Mirian,
pessoa com a qual decidi compartilhar a minha vida, que tem me apoiado de todas
formas possiveis e imaginaveis, e ao meu futuro filho Vitor, que mesmo estando a
caminho, ja serve de inspiracdo para o meu futuro.

Ao Nucleo de Biotecnologia, por me acolher e dar a infraestrutura necessaria
para o desenvolvimento do meu trabalho, e aos 6rgdos de fomento CAPES e
FAPERGS, que apoiaram minhas atividades.

Obrigado a todos.



"Nada na vida deve ser temido, somente compreendido.”

Marie Curie



Resumo

ESLABAO, Marcus. Square: uma plataforma grafica e intuitiva para anotacéo de
genomas bacterianos. 2016. 46f. Tese (Doutorado) - Programa de P6s-Graduacéao
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O sequenciamento de DNA € uma técnica que fornece uma fonte vasta de
informacBes sobre diversos organismos. Atualmente, novas metodologias de
sequenciamento conhecidas como Next-Generation Sequencing, estdo fazendo com
gue esta técnica fique inUmeras vezes mais rapida, precisa e economicamente
acessivel, tornando-se popular e disseminada no meio cientifico. Com a
popularizacdo do sequenciamento de genomas, laboratérios que ndo possuem
énfase em sequenciamento de DNA, utilizam desta abordagem para complementar
seus estudos. Porém, a facilidade em obter a sequéncia do DNA contrasta com a
dificuldade em processar, analisar e anotar o genoma, para que entao seja possivel
obter informacdes bioldgicas relevantes sobre aquele organismo. Para auxiliar os
pesquisadores que se utilizam desta técnica, alguns softwares estdo disponiveis,
porém, geralmente sdo pagos, ndo realizam toda a tarefa ou sédo de dificil utilizacao,
neste ultimo caso, por serem em sua grande maioria executados através de
terminais de comando, que ndo contam com um ambiente grafico para guiar o0s
usuérios. Com base nesta problematica, o presente trabalho teve por objetivo criar
um software de anotacdo de genomas de fécil utilizagcdo e com interface grafica
amigavel, gratuito e que anote com as informacfes necessarias para submissédo ao
GenBank. Para implementacdo do software, denominado Square, as linguagens de
programacao Python e Object Pascal foram utilizadas. Os algoritmos Prodigal, NCBI
BLAST e tRNAscan-SE também foram integrados no software. Ao final da etapa de
desenvolvimento, o Square foi testado com trés genomas e comparado com dois
anotadores populares: 0 RAST e o BASys. O resultado mostrou que o Square possui
maior precisdo que os dois outros anotadores, por se aproximar mais do resultado
depositado no NCBI, e mais rapido, por ser executado localmente com rapidez. O
Square demonstrou-se uma boa alternativa para usuarios que nao estao
acostumados com o terminal de comando Linux e esta disponivel no endereco
http://sourceforge.net/projects/sqgenome/.

Palavras-chave: Anotacao de Genomas, Genbémica, Sequenciamento de DNA.
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Abstract

ESLABAO, Marcus. Square: a graphical and intuitive platform for annotation of
bacterial genomes. 2016. 46f. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduagcdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

DNA sequencing is a technique that provides a vast source of information on various
organisms. Currently, new sequencing methods known as Next-Generation
Sequencing, are making this techniqgue many times more rapid, accurate and
affordable, making it popular and widespread in the scientific community. With the
popularization of genome sequencing, laboratories that do not have an emphasis on
DNA sequencing, are using this approach to complement their studies. However, the
ease in obtaining a DNA sequence contrasts with the difficulty to process, analyze
and annotate the genome, in order to obtain relevant biological information. To assist
researchers who use this technique, several programs are available, however, they
are generally not free, do not perform all the necessary analysis or are difficult to use,
mainly because a considerable number of them make use of command line to be
executed, which is not intuitive. The objective of this study was to create a genome
annotation software easy to use, with a user friendly interface, free and able to
provide all the necessary information for the annotated genome to be submitted to
GenBank. For software implementation named Square, Python and Object Pascal
programming languages were used. The Prodigal algorithms, NCBI BLAST and
tRNAscan-SE were also integrated in the software. At the end of the development
stage, Square was tested with three genomes and compared to two popular
annotators: RAST and BASYS. The result showed that the Square has higher
accuracy than the other two annotator programs, as the results are similar to what is
deposited in NCBI, and produce the result in a shorter time, as it runs locally. The
Square proved to be a good alternative for users not familiar with the Linux command
terminal and is available in http://sourceforge.net/projects/sggenome/ address.

Keywords: Genome annotation, Genomics, DNA sequencing.
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1 INTRODUCAO GERAL

O sequenciamento de DNA é um método chave na obtencdo de informacdes
em diversas areas. Em 1977 um método diferenciado de sequenciamento foi criado
por Frederick Sanger (Sanger et al.,, 1977). Esta técnica manual permaneceu
inalterada até meados dos anos 80, quando surgiram 0s primeiros sequenciadores
automaticos (Smith et al., 1986). Nove anos mais tarde, uma nova atualizacao foi
realizada nesta técnica, com o desenvolvimento de sequenciadores com capilares, e
sua utilizacdo e comercializagdo permanecem até os dias de hoje. O
sequenciamento com eletroforese capilar permitiu um novo método de
sequenciamento denominado Whole genome shotgun sequencing, que permite que
um genoma seja fragmentado, sequenciado e sua sequéncia de DNA montada
novamente, proporcionando um paralelismo da técnica, onde diversos fragmentos
sdo sequenciados ao mesmo tempo, agilizando o processo de obtencdo da
sequéncia gendmica. Seu primeiro uso ocorreu com 0 organismo Haemophilus
influenzae (Fleischmann et al., 1995), sendo posteriormente empregado no projeto
genoma humano. Na mesma proporcao que a capacidade de gerar sequéncias foi
sendo aprimorada, uma problematica ficou mais evidente, ter o codigo genético
sequenciado em méaos ndo estava sendo a solucédo. Estudos eram necessarios para
desvendar a funcdo de cada parte de uma sequéncia e um lugar publico para
depositar estas informacfes se fazia necessario. Em 1992 um centro para
desenvolvimento de ferramentas em bioinformatica, o NCBI, passou a gerenciar o
banco de dados biolégicos GenBank (Benson et al., 2012), tornando-se o primeiro
banco de dados de DNA publico, onde, deste entéo, é possivel depositar sequéncias
e através de um algoritmo denominado BLAST (Altschul et al., 1997) buscar
sequéncias depositadas neste banco de dados. Com um banco de dados de DNA e
um mecanismo de busca eficiente, tornava-se possivel e facil a inferéncia de dados
sobre uma sequéncia, levando em consideracdo a homologia, porém, genomas
possuem centenas de regides codificadoras (ORFs) que precisavam ser anotadas de
forma individual, demandando uma equipe especializada e um grande tempo de
trabalho.

Em 2005, uma nova geracéo de sequenciadores foi desenvolvida, conhecida

como next-generation sequencing (NGS), e pela primeira vez, em 28 anos, um



sequenciador comercial tinha uma metodologia diferente do método de Sanger,
sendo a nova técnica conhecida como pirosequenciamento (Ronaghi et al., 1996). O
custo por par de base sequenciada com método de Sanger nos anos 90, que era de
U$10, caiu para U$0,03 no ano de 2005 com o pirosequenciamento (Service, 2006).
A capacidade de sequenciamento subiu de 0,85MB em 3 horas no método de
Sanger (lllumina, 2012) para cerca de 180MB em 3 horas com esta técnica (Metzker,
2010). Logo apOs o surgimento do pirosequenciamento, outras técnicas de NGS
foram apresentadas a comunidade cientifica, tais como bridge amplification, ligation
reaction for sequencing, true single molecule sequencing e four-colour real-time
sequencing (Hui, 2012; Metzker, 2010). Com o NGS, obter as sequéncias de DNA
tornou-se rapido e barato, proporcionando um aumento no numero de projetos e
consorcios para sequenciamento de genomas em massa. Com isso, houve a
necessidade da criagcdo de bancos de dados para informagfes de metagenomas
(Barrett et al.,, 2012). Juntamente com o0 aumento da capacidade de gerar
sequéncias e 0 aumento do volume de dados a problematica inicial da inferéncia
manual de informacBes sobre estes genomas aumentou. Para contornar essa
problemética diversos programas de predicbes e bancos de dados com localizacéo
celular da proteina, familia e dominio proteico, rotas metabdlicas, dentre outros,
foram criados. Porém, somente com a criacdo de anotadores automatizados ou
pipelines, que visam unir softwares e bancos de dados ja& existentes, o objetivo de
agilizar a anotacédo de genomas comecou a ser alcangado.

Basicamente, o processo de anotagcdo de um genoma consiste em atribuir o
maximo de informacdes a cada uma das possiveis regides codificadoras (ORF).
Inicialmente as ORFs sdo preditas, podendo levar em conta similaridade com outro
organismo ja anotado, calculos ab initio, ou simplesmente procurar por um cédon de
iniciacdo e outro de terminacdo, com um numero de bases entre eles suficientes
para codificar uma proteina. Usualmente, esses métodos séo fundidos, permitindo o
aumento da confiabilidade da predicdo de ORFs. Ao término do processo de
localizagdo das ORFs, diversas predicbes podem ser feitas de forma individual a
cada uma das regides codificadoras, como por exemplo, predicbes de RNA
transportadores e ribossomais. Da mesma forma individualizada, é possivel atribuir
funcbes com base em bancos de dados especificos, levando em consideracdo a
similaridade entre a sequéncia da ORF do novo organismo e do organismo ja

sequenciado (Aziz et al., 2008).



Alguns softwares automatizados para anotacdo de genomas bacterianos
estdo disponiveis, dentre eles 0 RAST (Aziz et al., 2008), AGeS (Kumar et al., 2011),
Blast2GO (Conesa et al., 2005), KAAS (Moriya et al., 2007), Diya (Stewart et al.,
2009), xBASE2 (Chaudhuri et al., 2008), entre outros. Uma analise geral dos
anotadores disponiveis revela alguns problemas pontuais, tais como, pouca
informacédo na anotacdo, demora para anotacdo online devido a filas de espera,
presenca de dados com pouca relevancia e principalmente interface designada a
usuarios experientes. Estes problemas forcam grupos de pesquisa a desenvolver
pipelines proprios e a usuarios leigos a desperdicar tempo aderindo a um dos
softwares de anotagdo disponiveis ou a se privar do sequenciamento como uma
ferramenta de apoio.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma pipeline local e gratuita para
anotagcdo de genomas bacterianos, com uma interface grafica e amigavel, um modo
passo a passo para usuarios leigos e um modo avangado para usuarios experientes.
Os bancos de dados bioldgicos poderéo ser transferidos para o computador pessoal
ou ser utilizado via internet. Um moédulo do pipeline seré exclusivo para o download e
atualizacdo automatizados dos softwares presentes no anotador, facilitando a
instalacdo e manutencdo. Com estas medidas, é esperado acompanhar a crescente
facilidade de sequenciar genomas bacterianos e atrair um maior numero de
pesquisadores que utilizam o sequenciamento apenas como uma ferramenta

esporadica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com o intuito de reduzir o tempo de anotacdo, disponibilizando ao
pesquisador mais tempo para anélise do genoma, alguns softwares anotadores de
genomas procariotos gratuitos estdo disponiveis. De acordo com determinadas
caracteristicas, pode-se classifica-los em alguns grupos, tais como linguagem de
programacao utilizada, sistema operacional, funcées, custo e interacbes com outros
programas. Para facilitar a descrigdo, os softwares observados foram classificados
em trés grandes grupos, de acordo com a plataforma onde este software é
executado, sendo dividido em localmente, em servidores na internet ou hibridos que

fazem parte do trabalho localmente e parte online.

2.1 Softwares de execucéao local
Os softwares de execucdo local possuem a caracteristica de serem
executados em um hardware fisicamente proximo ao usuario, ndo necessitando
estar conectado a Internet para utiliza-lo, podendo este ser executado em um ou

mais sistemas operacionais.
2.1.1 BG7

O BG7 (Pareja-Tobes et al., 2012) € uma pipeline de anotacédo voltado para
dados de sequenciadores de nova geracdo. Seu codigo é escrito em Java,
executando somente por meio de linha de comando. Seus pré-requisitos sdo o NCBI
BLAST+ e o Java JDK instalados, bem como um computador com arquitetura 64 bits
e com mais de 7 GB de memoédria RAM disponivel. Além do processamento local, é
possivel contratar o Amazon Web Services para melhorar o desempenho do
programa. Além de um site préprio contendo a documentacdo e explicando o
funcionamento, a sua distribuicdo é feita através do site GitHub. Seus arquivos de
entrada podem ser em formato FASTA ou em XML, no caso do ultimo devera ser
seguido um modelo disponibilizado no site. Ja para saida, os formatos sdo GFF3,
GenBank, XML e tabular. Como principais diferenciais, ele ndo se utiliza da forma
classica de anotacdo, onde ocorre primeiramente uma busca de genes e
posteriormente a anotacdo. Para que sejam encontrados os genes, ele utiliza-se de

um conjunto de dados de referéncia retirado do Uniprot (Magrane & Consortium,



2011), ou seja ele conhece todos os genes que sao esperados em um determinado

genoma, o que descarta a necessidade de predicao.

2.1.2 Diya

O Do-lt-Yourself Annotator ou Diya (Stewart et al., 2009) € uma pipeline
escrita em Perl para anotacdo de genomas procariotos. Ele é indicado para os
sistemas operacionais Linux e OS X, executando em terminal e possuindo como
dependéncia o Perl e a biblioteca BioPerl. Tanto a entrada quanto a saida de dados
pode ser feita através dos formatos FASTA, GFF3 e GenBank. Sua distribuicédo é
feita através do GitHub, ndo possuindo diferenciais quanto a sua utilizacdo e
realizando uma anotacdo basica e podendo utilizar os bancos de dados padréao
NCBI BLAST

Esta pipeline, denominada EuGene-PP (Sallet et al., 2014), é especifica para
genomas procariotos e voltado para o RNAseq, possuindo também outras versdes
para eucariotos. Escrita em Perl, ela executa em terminal Linux e € basicamente um
facilitador para chamar o anotador EuGene-P (Sallet et al., 2013) escrito em C++. A
pipeline utiliza cadeias de Markov para achar similaridade com um conjunto de
proteinas de referéncia, o Prodigal (Hyatt et al., 2010) para predizer as possiveis
regides codificantes e o tRNAscan-SE (Lowe & Eddy, 1997) e RNAmmer (K Lagesen
et al., 2007) para predicdo dos RNAs. Seu arquivo padrédo de entrada € o FASTA e o
de saida € o GFF3.

2.1.4 Maker

O Maker (Cantarel et al., 2008) € uma pipeline de anotacdo com foco em
pequenos genomas eucariotos, mas funciona para anotagcdo de genomas
procariotos. Ele possui também uma versdo denominada Maker-P especifico para
genomas de plantas (Campbell et al., 2014). Escrito em Perl, roda em terminais
Linux e possui também uma versdo online. Sua instalagdo possui diversas
dependéncias e bibliotecas, descritas em seu artigo, que devem ser instaladas
manualmente, além de um arquivo de configuracdo onde devem ser indicados 0s

diretorios de trabalho e instalacdo do mesmo, porém disponibiliza um tutorial bem



detalhado explicando sua instalagdo, configuragdo e uso. Seu arquivo de entrada
padréo € o formato FASTA e o de saida é o GFF3.

2.1.5 Prokka

A ferramenta Prokka (Seemann, 2014) € uma pipeline de anotacdo de
genomas procariotos criada com o intuito de ser extremamente rdpida. Segundo
seus autores, um genoma meédio de quatro milhdes de pares de base pode ser
anotado em dez minutos com computador quad-core. Escrito em linguagem Perl,
roda em sistemas Unix e utiliza a biblioteca BioPerl como pré-requisito. Para
predicdo de regibes codificantes utiliza-se do Prodigal (Hyatt et al., 2010), para
predicdes de RNAs os softwares RNAmmer (K Lagesen et al., 2007), Aragorn
(Laslett & Canback, 2004) e Infernal (Nawrocki & Eddy, 2013), e a predicdo dos
peptideos sinais fica por conta do SignalP (Petersen et al., 2011). Seu arquivo de
entrada € o formato FASTA, e apresenta mais de dez formatos para arquivos de
saida, dentre eles o0 FASTA, GFF3 e GenBank.

2.1.6 Caracteristicas compartilhadas

Dentre os anotadores gratuitos disponiveis para execucao local, pode-se
observar como caracteristica dominante a tendéncia de execucdo voltada para o
sistema operacional Linux, especialmente o Mint, o Debian e o Ubuntu, que foram os
mais acessados no mundo entre 0os anos de 2015 e 2016 (Distrowatch, 2016). Esta
inclinacdo para utilizagdo do sistema operacional Linux na area da bioinformatica
também pode ser observada em alguns féruns de discussdo (Researchgate, 2016;

Biostars, 2016), mostrando-se ser uma linha a ser seguida.

Outra caracteristica comum a todos os anotadores € a falta de uma interface
gréfica. Isso acarreta em vantagens e desvantagens. Dentre as principais vantagens
pode-se observar a facilidade de utilizar o programa remotamente em servidores e
em scripts, e a utlizacdo de uma pequena fracdo de memoria RAM e do
processamento, pela auséncia da parte grafica. Por outro lado, isso dificulta a

utilizagc&o por usuarios ndo familiarizados com este sistema operacional. Além disso,



a quantidade de memdria e processamento liberado € praticamente irrelevante, dado
a poténcia dos computadores atuais.

2.2 Softwares de execucdo em servidores na internet

Dentre os quinze anotadores gratuitos encontrados na internet, dez deles
pOSSuUi um acesso via internet, ou seja, o servigco é disponibilizado online, sem a
necessidade de download e instalacdo de aplicativos. A diferenca real entre eles é
pouca, pesando mais ao usuario a questdo da agilidade do processo de anotacdo e
as filas de espera para iniciar o processo. Abaixo observa-se uma descricdo sobre
0S anotadores gratuitos online mais utilizados em artigos de anotacdo de novos

genomas e reanotacoes.

2.2.1 RAST

O Rapid Annotations using Subsystems Technology ou RAST (Aziz et al.,
2008) é um dos anotadores mais utilizados no mundo. Sua interface limpa e o passo
a passo guiam o usuario de forma facil e rapida por todas as etapas de submisséo
dos arquivos a serem anotados. Mesmo possuindo essa interface sucinta, permite a
escolha entre dois diferentes algoritmos de anotacéo: o padrdo RAST (Overbeek et
al., 2014) e o novo RASTtk (Brettin et al., 2015). Além disso, ele também possibilita
ajustar todos os parametros que esses modelos apresentam, o que permite aos
usuarios mais experientes o ajuste fino do processo de anotacdo. Seu arquivo de
entrada é o FASTA e para saida apresenta diversos, dentre eles EMBL, GenBank e
GFF3. Possui também um visualizador integrado permitindo visualizar o genoma e
também gera um gréfico estilo pizza representando a quantidade de genes em cada

fungéo biologica.



2.2.2 BASys

Bacterial Annotation System ou BASys (Van Domselaar et al., 2005) é um
servigo online de anotacéo de genomas bacterianos. Sua submisséo é feita através
de um Unico formulério e ndo necessita que o usuario esteja registrado para efetuar
a tarefa, requerendo somente um endereco de e-mail para alertar sobre o
andamento do processo de anotacdo. Seu arquivo padrao, tanto de entrada quanto
de saida, sdo no formato FASTA. O BASys também gera uma representacao circular
do genoma. Além da predicdo padrao pelo Glimmer (Delcher et al., 2007), é possivel
submeter um arquivo tabular com a predicédo ou do GeneMark HMM (Lukashin &
Borodovsky, 1998).

2.2.3 KAAS

KAAS ou KEGG Automatic Annotation Server (Moriya et al., 2007)
diferencia-se dos outros anotadores online por possuir um reconstrutor de rotas
metabdlicas incluso. Utiliza o banco de dados do KEEG e o algoritmo do KEEG
Orthology para identificacdo das similaridades. Possui um formulario simples para
submissdo dos genes a serem anotados e ndo necessita de cadastro prévio para

utilizacao dos servicos.



3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese
E possivel facilitar a interagdo de novos usuarios com o processo de
anotacdo de genomas bacterianos, criando um anotador com interface gréafica e
amigavel, de facil instalacdo, sem comprometer o desempenho do processo e a

guantidade da anotacao.

3.2 Objetivo Geral
Desenvolver uma pipeline de anotacdo de genomas bacterianos gratuito, de
facil instalacdo e com interface gréfica, que conte com as informacdes necessarias

para submissdo do genoma ao GenBank.

3.3 Objetivos Especificos

Analisar as metodologias empregadas para anotacdo de genomas;

e Buscar por softwares para cada uma das fases de anotacéo;

e Avaliar os programas que irdo compor a pipeline

e Desenvolver a pipeline

e Criar uma interface grafica amigavel

e Encontrar uma maneira facil para instalar e executar o software em ambiente
Linux

e Testar 0 novo software em genomas ja anotados, para verificar sua eficiéncia

e Comparar os resultados de anotacdo do Square com outros anotadores

populares.
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4 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do Square, o modelo classico de anotacdo foi

adotado, contando com um preditor de genes, um preditor de &cido ribonucleico, um

algoritmo para busca de similaridade e um banco de dados. Para melhor

compreensao, cada uma destas etapas foi dividida em um item abaixo, e 0 conjunto

dos processos € apresentado na Figura 1.

Predicado das possiveis regifes codificantes: Em um genoma nao anotado,
algumas predicOes sdo necessarias para inferéncia de dados, tais como
localizacdo das possiveis regides codificantes ou CDS dentro de um
genoma, localizacao celular da proteina, familia e dominio proteico, RNAs,
dentre outros. Alguns algoritmos de predi¢cfes estdo disponiveis, cada um
com sua metodologia distinta. Dentre o0s populares estdo o
GenemarkHMM (Lukashin & Borodovsky, 1998), Genemark (Besemer &
Borodovsky, 2005), EasyGene (Larsen & Krogh, 2003), MED (Zhu et al.,
2007), Glimmer (Delcher et al., 2007) e o Prodigal (HYATT et al., 2010). O
preditor Glimmer € o mais recorrente nas pipelines de anotacdo descritas
neste trabalho, porém outro software chamou a atencao, o Prodigal (Hyatt
et al., 2010), que de acordo com os testes apresentados em seu artigo,
demonstrou-se mais rapido e com alta sensibilidade para encontrar
regides codificantes. Além destas caracteristicas funcionais, o Prodigal
possui uma facil instalacdo, sendo uma 6tima escolha para pipelines
instalaveis. Por esses motivos, o Prodigal passou a ser o preditor padréao
do Square.

Predicdo de RNAs: Para predicdo dos tRNAs, o tRNAscan-SE (Lowe &
Eddy, 1997) foi escolhido, possuindo grande sensibilidade em encontrar
possiveis sequéncias de RNA em sequéncias de DNA, atingindo uma

precisdo entre 99% e 100%, sendo um dos mais utilizados no mundo.
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Inferéncia de dados: Uma forma eficiente de inferir dados sobre uma
regido de leitura de um genoma é compara-lo, com uma sequéncia de um
organismo ja sequenciado e anotado ou fragmentos anotados de um
genoma. Para este fim, o software NCBI BLAST+ (Camacho et al., 2009)
foi utilizado, percorrendo o banco de dados apontado pelo usuario,
encontrando informacgdes de cada um das CDS encontradas pelo Prodigal.
Os resultados saem em formato xml, com tags padrées do NCBI BLAST+
contendo as sequéncias mais similares para cada uma das CDS. O
Square captura a sequéncia mais similar e adiciona em um banco de
dados SQLite3 (SQLite, 2015).

Bancos de dados: Diversos bancos de dados biologicos estdo disponiveis,
com distintos tipos de informacdes. Nesta fase da pesquisa, um genoma ja
anotado teve suas informagdes removidas e uma nova anotacao foi feita
utilizando diferentes combinacdes de bancos de dados online e gratuitos,
dentre eles o GenBank (BENSON et al.,, 2012), Uniprot (MAGRANE &
CONSORTIUM, 2011) e Gene Ontology (ASHBURNER et al., 2000). Os
melhores resultados foram obtidos com os bancos de dados do Uniprot,
por possuir um cabecalho padronizado, e no caso do Swiss-Prot, ainda
conta com a curadoria manual das informac¢6es. No Square ha uma opcao
para download automatico dos bancos de dados Swiss-Prot e TrEMBL, e
a criacdo automatizada de bancos de dados proprios a partir de um
arquivo FASTA.

Nucleo de processamento: Para o processamento dos dados foi utilizada a
linguagem de programacéao Python (G. van Rossum and F.L. Drake, 2001)
e 0 banco de dados SQLite (SQLite, 2015).

Interface Gréfica: Para implementagdo do ambiente grafico de trabalho, a

linguagem Pascal foi utilizada através da IDE Lazarus 1.3 (Lazarus, 2016).
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Figura 1. Diagrama de fluxo de dados dentro da pipeline Square.

e A Figura 1 demonstra o fluxo de dados da pipeline Square, onde um
arquivo FASTA é apresentado na entrada (1), este arquivo € enviado ao
preditor de tRNA (2) e ao preditor de CDs (3), para cada gene predito o
NCBI BLAST+ (4) é executado utilizando-se de banco de dados (5) que
pode ser de origem online através de dados do UniProt (6), onde os
usuarios podem filtrar pelo nome de um género e/ou organismo, e também
pelo cddigo taxondmico do organismo, outra fonte de dados é um banco

de dados local ja formatado (7) e também através de um arquivo FASTA
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(8). Ao finalizar a comparagcéo com o NCBI BLAST+, os dados resultantes
deste processo(9) sao filtrados, obtendo-se o melhor resultado para cada
gene(10), estes resultados sdo encaminhados para um banco de dados
SQLite(11) para posterior formatacdo(12) em formato Genbank, resultando

em um arquivo com extensao .gbk na saida do Square(13)



14

5 RESULTADOS

Ao final do desenvolvimento foi obtida uma pipeline em duas versdes, uma
em modo texto (Figura 2), que pode ser rodado facilmente em terminais Linux, de
forma local ou remota, e uma verséo grafica (Figura 3), que pode ser executada com
um cligue em ambiente grafico Linux sem nenhuma necessidade de utilizar o
terminal para executa-lo como super usuario. Para garantir as permissdes
necessarias, uma janela é aberta através do pacote Xdialog (Godefroy, 2016), que
pergunta ao usuario a senha root, fornecendo ao Square a permissao total para ler,
criar e modificar os arquivos de anotacdo durante todo o processo. Sua distribuicdo

é feita através do endereco http://sourceforge.net/projects/sqgenome/, contando,

além das versdes gréficas e modo texto, com um tutorial explicando 0 passo a passo
do download, instalacdo e utilizacdo. O registro deste software esta feito no INPI
através do cédigo BR 51 2013 001055 1.

Figura 2. Square em modo texto.


http://sourceforge.net/projects/sqgenome/
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Square x

Options

Figura 3. Interface grafica do programa Square.

Além disso, funcionalidades como download, instalacdo e formatacdo dos
bancos de dados com somente um clique, permitem ao usuario baixar os bancos de
dados Swiss-Prot e TrEMBL, bem como criar os préprios bancos de dados a partir
de um grupo de sequéncias de proteinas em formato FASTA. Para o processo de
anotacdo, o software possui um passo a passo que guia o usuario, impedindo que
informacdes erradas sejam inseridas e que o usuario figue perdido, e uma
checagem no formato do arquivo inserido, impede que erros ocorram por
incompatibilidade no formato ou informacfes erradas. Ao final da anotagdo, um
arquivo no formato GenBank € criado com as informagcfes necessarias para
submissdo ao NCBI GenBank, e um sistema de cores para cada um dos genes
encontrados indica a porcentagem de identidade e informacgdes encontradas. A cor
verde indica a identidade maior ou igual a 95% e e-value 0.0 e todas as informacdes
foram encontradas, a cor amarela indica a identidade entre 85% e 95% e e-value
0.0, ou anota¢des com alguma informacédo faltante, e por ultimo, a cor vermelha

indica uma identidade menor que 85% e e-value maior que 0.0. A visualizagédo dos
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dados pode ser feito por qualquer software visualizador que aceite o formato
GenBank, como por exemplo o Artemis (Rutherford et al., 2000).

Para testar o Square, foram escolhidos dois anotadores populares utilizados
por muitos dos usudrios iniciantes: 0 RAST e o BASys. Como genomas a serem
anotados, foram escolhidos o maior genoma anotado, 0 menor genoma anotado e
um com o tamanho meédio, todos encontrados no GenBank, sendo eles
respectivamente Sorangium_cellulosum_So00157_2 :
Candidatus_Hodgkinia_cicadicola_strain_ TETUND1 e
Burkholderia_pseudomallei_Pasteur_52237. O computador utilizado para rodar o
Square possui um processador Intel i3-2100, 4gb de memoria RAM e sistema
operacional Ubuntu 14.03, onde cada genoma foi anotado 20 vezes, sem apresentar
divergéncias em nenhum dos genomas. O resultado da comparagdo pode ser
observado na Tabela 1.

Alguns pontos relevantes na Tabela 1 podem ser observados, o primeiro € 0
namero total de genes anotados, referindo-se ao total de genes preditos, onde o
Square apresentou um numero bem préximo ao depositado no NCBI. Cada uma
destas predi¢cdes ao ser confrontado com o genoma base gerou uma porcentagem
de identidade, ou seja, quao idéntico a sequéncia predita é parecida com o gene
depositado, gerando assim um indice de qualidade que foi dividido em dois grupos,
um com identidades superiores a 70% e outro com identidades inferiores a 70%,
onde as predicbes que apresentaram menos de 70% da sequéncia idéntica séo
considerados de baixa qualidade, podendo revelar alguns problemas como, por
exemplo, predi¢cdes equivocadas. A coluna Total NCBI — Identidade (=>70%) pode
dar uma ideia de quantos genes corretos devem estar entre as predi¢cdes de baixa
qualidade, enquanto que, a coluna Total NCBI X Total Software, mostra quantos
genes a mais, que os informados no genoma apresentado no NCBI, foram preditos.
Incluso na tabela também pode ser observado o tempo total de anotacdo de cada
genoma em cada um dos anotadores, contando do final da submisséo nos servigos

online e do clique no botdo anotar do Square até a obtencéo do resultado.



Tabela 1. Avaliacdo comparativa do Square, RAST e BASys contra os dados depositados no

GenBank

Genes
Software / Organismo anotados

Candidatus_Hodgkinia_cicadicola_strain

GENBANK 121
Square 266
RAST 365
BASys 462
Burkholderia pseudomallei Pasteur 522
GENBANK 3647
Square 3572
RAST 4284
BASys 5793
Burkholderia_pseudomallei_Pasteur_522
GENBANK 2520
Square 2439
RAST 3294
BASys 4300
Sorangium_cellulosum_So00157_2

GENBANK 10400
Square 10954
RAST 13571

BASys 16317

Identidade
>70%

121
48
51
49

3647
3430
3475
2004

2520
2303
2379
1876

10400
9772
9777
6238

Identidade
=<70%

218
314
413

142
809
3789

136
915
2424

1182
3794
10079

Genes nao
encontrados exclusivos
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0
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03h44m
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0
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0
01h45m
03h58m
54h59m

0
02h16m
07h07m

176h11m
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6 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista a facilidade do sequenciamento de DNA, varios
pesquisadores tém se aventurado nesta area, usando-a como complemento de suas
pesquisas. Porém, a auséncia de softwares amigaveis torna-se um empecilho,
forcando muitas vezes o0 pesquisador a investir seu tempo em estudos na area de
tecnologia da informacdo, o que acaba reduzindo o tempo para sua pesquisa
central. O Square apresenta a possibilidade de realizagdo da anotagcdo de genomas
bacterianos, sem a necessidade de um conhecimento prévio especifico e com uma

interface amigavel.

Atualmente tem se observado uma expansao, no numero de projetos com
genomas procariotos. Segundo Richardson & Watson (Richardson & Watson, 2013),
isso se deve a popularizacdo dos sequenciadores de nova geracao, que reduziram
custos e agilizaram o processo para gerar dados de sequéncias biolégicas. Porém,
apos a aquisicdo das sequéncias, elas passam por um processo de anotacao, que
consiste basicamente em rodar alguns programas de predicdo e de busca de
similaridade, para posteriormente realizar uma curadoria manual (Stothard &
Wishart, 2006). Essa metodologia tem se tornado padrdo em varias ferramentas de
anotacao, onde pipelines tem sido utilizadas para unir programas e criar um fluxo de

dados automatizado.

Dependendo do interesse do pesquisador, a anotacdo pode ser, por
exemplo, para deposicdo em um banco de dados publico ou para elucidar algumas
guestdes. Reed et al. (2006) classifica a anotacdo em unidimensional, que seria uma
anotacao identificativa para o depésito em bancos de dados e posterior estudo, e
multidimensional, que analisaria cada uma das interacdes e participacéo celular, de
cada proteina contida em um determinado genoma. Ao observar os programas para
anotacdo disponiveis, em sua grande maioria o foco é a anotacao unidimensional.
Isso se deve pela grande variedade de analises que um pesquisador pode querer
realizar, necessitando de um grande numero de ferramentas e um conhecimento
razoavel na area de tecnologia da informacé&o. O Square, assim como a maioria dos
anotadores, toma como base a anotacdo unidimensional, e o foco no depdsito do
genoma no GenBank (Benson et al., 2012). Porém, para o depdsito neste banco de

dados, certas regras devem ser seguidas, como descritas no The NCBI Handbook
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(Tatusova, 2013). Isso auxilia na padronizacdo do banco de dados, agilizando as
buscas e futuras anotagoes.

O desenvolvimento do Square, tem o foco em seu usuario, buscando facilitar
e melhorar a experiéncia do mesmo, sem esquecer de sua funcdo primordial, a
anotacdo. Para demonstrar seu desempenho quanto a precisdo e velocidade, os
anotadores RAST (Aziz et al., 2008) e BASys (Van Domselaar et al., 2005) foram
escolhidos para uma comparacdo. Mesmo sendo servigcos online, estes sao os
anotadores mais citados, e possuem uma interface amigavel, assim como o
programa deste trabalho. Para execug¢do do Square durante os testes, foi utilizado
um desktop com uma configuracdo popular comumente encontrado em varios

desktops e notebooks.

Ao observar a Tabela 1 pode-se identificar alguns pontos pertinentes. O
Square foi 0 que mais se aproximou do numero de genes depositados no NCBI. Nos
géneros Candidatus e Sorangium, o Square encontrou um ndamero superior de
genes, podendo ser eles falso positivos ou novos genes. O mesmo pode ser
observado pelos outros anotadores, com uma quantidade ainda maior ao predito
pelo Square. Ja4 no género Burkholderia, os anotadores RAST e BASys encontraram
uma quantidade maior de genes do que depositado no NCBI, enquanto que o

Square encontrou um namero levemente inferior de genes.

A caracteristica do niumero de genes encontrados é diretamente ligada ao
preditor. No caso do anotador BASys, o preditor padrdo é o Glimmer, no RAST o
padrdo € um algoritmo préprio, € no Square o Prodigal € utilizado como padréo, o
que explica a diferenca entre o numero de genes preditos. Uma indicacdo que este
gene pode ter sido predito erroneamente € a identidade inferior a 70%, em relacéo a
sequéncia depositada no NCBI, o que indica que o codon de iniciagdo pode ter sido
predito de forma errada ou que este ndo é um gene transcrito. A quantidade de
genes interfere na demanda de tempo pela equipe de curadoria. Uma quantidade
muito diferente de genes demanda muito tempo para verificar se esses genes sao
verdadeiros ou falsos, e até mesmo faltante. Atualmente a curadoria, mesmo
possuindo um alto custo em recursos humanos, continua sendo fundamental para

aumentar a credibilidade dos dados depositados (Ten Hoopen et al., 2016).
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No caso do género Burkholderia, a quantidade inferior de genes preditos
pelo Square pode ser causada por trés motivos diferentes. A primeira delas é o
preditor Prodigal que pode néo ter sido o mais adequado para este genoma; a
segunda € que os dados depositados no NCBI estdo equivocados e genes a mais
estdo presentes; e por ultimo, caracteristicas tipicas deste genoma, como regidoes
repetitivas ou quebradas, genes curtos ou transposases, podem ter interferido na
predicdo. Para responder essa questdo € necessario estudar melhor esta
caracteristica, observando quais os genes faltantes na predicdo e 0os que estdo a
mais depositados no NCBI. Além disso é necessario testar o Square, o RAST e o
BASys em outros genomas para verificar se essas caracteristicas se repetem.

O tempo de anotag&o é maior nos servidores online por possuir filas, sendo
altamente dependente da quantidade de solicitacdes no servidor e tamanho dos
genomas submetidos para anotacdo. Estes anotadores online apresentam uma
grande variacdo no tempo total entre a submissdo e a obtencdo do resultado. Ja no
Square, por rodar localmente, os fatores determinantes do tempo de anotacdo séo o
ndamero de genes de um genoma, o tamanho do banco de dados utilizado na
anotacado e a capacidade de processamento da maquina utilizada. Essas diferencas

explicam o tempo reduzido do Square perante os outros anotadores testados.

Como perspectiva futura, outras ferramentas podem ser adicionadas, como
por exemplo, o Glimmer (Delcher et al., 2007), dando ao usuario a escolha de outro
preditor, além do Prodigal, podendo assim obter resultados ligeiramente diferentes
para um mesmo genoma. Ao final do processo haveria a possibilidade do usuério
escolher a melhor solucéo para a espécie que se esté trabalhando. Outra ferramenta
interessante € o banco de dados AntiFam (Eberhardt et al., 2012), capaz de
aumentar a precisdo da anotacao, ja que esta ferramenta apresenta um conjunto de
informacdes sobre genes falso positivo do UniProt, sendo possivel identificar falsas
ORFs através do algoritmo BLAST, reduzindo assim o tempo de anotacdo

automatica e da curadoria manual, por excluir os genes falsos da fila de anotacéo.

Outro ponto que pode ser enriquecido é a predicdo de RNAs utilizando as
ferramentas Infernal (Nawrocki & Eddy, 2013), RNAmmer (Karin Lagesen et al.,
2007) e Aragorn (Laslett & Canback, 2004). Da mesma forma que os preditores de

ORFs, os preditores de RNAs possuem metodologias diferentes, podendo gerar
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resultados ligeiramente diferentes, que podem ser confrontados gerando um
consenso do resultado final.

Por fim, a possibilidade de tornar o Square um software multi plataforma é
real. Sua base escrita em Python, por ser interpretada, ja possui suporte em varios
sistemas operacionais. Ja a interface grafica, criada na IDE Lazarus, permite que o
Square seja desenvolvido em Linux, Mac OS e Windows. O unico empecilho € que
os aplicativos que compde a pipeline tem que ser compativeis com a plataforma que

sera executado o Square.

7 CONCLUSAO

O Square é uma nova alternativa para anotacdo de genomas bacterianos,
sendo atualmente a Unica gratuita com interface gréafica, especialmente atrativo a
pesquisadores que estdo iniciando na area de sequenciamento de genomas. O
Square € mais preciso que os demais softwares testados, pois, foi 0 que chegou
mais perto do numero total de genes anotados depositados no NCBI, bem como o
gue proporcionalmente encontrou um numero maior de genes, com identidade

superior a 70%, e também um tempo menor de anotagao.

Sendo assim presente trabalho atingiu o seu objetivo com o
desenvolvimento do Square. Com o foco em novos usuarios, sua interface gréfica foi
simplificada ao méaximo, permitindo uma anotagdo em poucos cliques. Seu passo a
passo impede que o usuario tenha duividas da acdo a ser tomada, e verificacdes
impedem que dados no formato errado e/ou incompleto sejam inseridos. Sua
precisdo demonstrou-se melhor em alguns genomas, como nos géneros Candidatus
e Sorangium, e levemente inferior no Burkholderia, precisando de mais testes com
diversos genomas para melhorar o desempenho nos genomas que obtiverem
resultados insatisfatorios. Alguns incrementos podem ser feitos para melhorar a
sensibilidade de predicdo e a facilidade do usuério, podendo tornar-se um software

de referéncia para novos usuarios.
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PEDIDO DE REGISTRO DE “I“I"““I

PROGRAMA DE COMPUTADOR

L

Numero do Pedido | Protocolo, Data e Hora

| N° de Autores | 7 | Se mais de um, preencha a "Continuag#o”, com todos os dados solicitados neste Quadro.

cpr*  |015.121.840-47 |
Nome | MARCUS REDU ESLABAO

Date e assine.

Nome Abreviado, pseudénimo ou sinal convencional (se houver) |

Data de Nascimento 05/06/1986 Nacionalidade | BRASILEIRO

Endereco | AV. PINHEIRO MACHADO 901 CASA 16

Cidade |PELOTAS | UF| RS | Pais| BRASIL

CEP | 96.040-500 | Telefone | 5332211624 | FAX|

E-mail |mrcus.eslabaogyahoo.com.br

ctndedichs il =t

P8 Mo 1 e
_—

l N° de Titulares 1 1 | Se mais de um, preencha a "Continuagéo", com todos os dados solicitados neste Quadro. Date e assine.

CPE/CNPJ* | 92242080000100 |
Nome/Raz#o Social | UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Nome abreviado, pseudbnimo ou sinal co jonal (se hi )|

Data de Nascimento Nacionalidade/Origem | BRASIL

Enderego | RUA GOMES CARNEIRO, N° 01

Cidade |PELOTAS | UF| RS | Pais| BRASIL

CEP  |96.010-610 | Telefone | -5332293090 | FAX|

E-mail | agtufpel@gmail.com

SIM, este Titular é Pessoa Juridica. Caso afirmativo, assinale a melhor classi

[] Orggo Publi o [] Sociedade com Intuito ndo Econdmico [ Microempresa [[] Software House
[ Instituic@o Publica de Ensino ou Pesquisa [ Instituigao Privada de Ensino ou Pesquisa [ Outras

Toda correspondéncia sera enviada para: [] O Procurador ou [ O Titular acima ou

[J Escaninho n° [J Representagéo INPI em: [ O Enderego abaixo:

Nome |

Enderego |

Cidade | | UF| | Pais |

CEP | | Telefone | | FAX|

E-mail |

Modelo | (folha 172) E
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ftlo ' | Square | |

Data de Criag&o do Programa | 05/02/2013 | Regime de Guarda [T COMSIGILO | [B SEM SIGILO |
Linguagens | Python | Pascal | |

| Classificagéo do Campo de Aplicagdo | SD -09 | BL -01 | BL -02 | BL -04 | - |
| Classificagdo do Tipode Programa | IT -03 | TC -01 | 4 | - | o |

Titulo do Programa Original | |

[ Literaria [J Musical [ Artes Plasticas  [] Audio-Visual [J Arquitetura [ Engenharia

Quant Nome Quant Nome
|| Guia de Recolhimento | |Contrato de Trabalho/Prestago de Servigo
[ |Procuragio [ |Invélucros/midia eletrdnica Utilizados
| | Termo de Cessao | | Contrato/Estatuto Social e Alteragdes (ou equivalente)
| | Termo de Autorizagao para Modificagdes | |Autorizag&o para Cépia do CD
Tecnolégicas ou Derivagdes | | Outros(especificar)

DECLARO, PARA TODOS OS FINS DE DIREITO:

A) que estou ciente de TODAS AS RECOMENDAGOES constantes do “Manual do Usuario de Registro de Programas de Computador”,
ESPECIALMENTE NO QUE TANGE AO TITULO E AOS DOCUMENTOS DO PROGRAMA, bem como da legislacéo pertinente ao assunto,
constante dos anexos “A” ; “B"; “C" ; “E” e “F", do referido Manual;

B) que se deixar de soliclw a prorrogacéo do sigilo, nos casos necessérios, estarei desistindo desse caréater de guarda dos documentos de
programa do presente depésito, na forma do art. 3°, § 2°, da Lei 9.609, de 12 de fevereiro de 1998

C) que, se devido a qualidade do papel ou & qualidade gréfica dos d sigilosos houver deteriorag&o ou perda de

seu contetido, nenhuma responsabilidade cabera ao INPI, desde que mantida a irwiohbilldade dot invélucros (ressalvadas as hipéteses de
serem abertos por ordem judicial ou motivo de forga maior);

D) que em caso de perda do SIGILO ou dos documentos, por culpa exclusiva do INPI, a indenizagdo por perdas e danos, porventura cabivel,
estard limitada a 20 (vinte) salérios mlnlmot

E) que devo manter guardado, em inviolado, o COMPARTIMENTO *“3" do invélucro especial para depésito, que é restituido pelo
INPI, pmﬂmdereoompodqlodoarqdvodo Instituto, no caso de sua destruigéo total ou parcial por algum tipo de sinistro;

F) que deverei manter enderego atualizado junto & Divisdo de Registro de Programa de Computador, a fim de garantir o recebimento das
comunicagdes relativas ao andamento do meu pedido/registro, lvando o INPI de qualquer responsabilidade decorrente da nédo
observacéo deste preceito.

CPFICNPJ* | 45048584015 | Cédigo do Procurador (se houver) | |

Nome | GLENIO DO COUTO PINTO JUNIOR ]
Endereco | RUA ANDRADE NEVES, N° 1529

Cidade |PELOTAS | UF| RS | Pais|BRASIL |
CEP  |96.020-080 | Telefone|-5332293090 | FAX| |
E-mail | gleniocoutopinto@gmail.com |

DQUA\F@E 03 hplwok (/—
Lodal/Data . AssmatwaICanmbo
S\QPF 2351

DT ngnmms
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Anexo B — Formulario de requisi¢cdo de registro de software

_AGT~

Pelotas, 18 de fevereiro de 2016

De: Marcus Redl Eslabdo, Doutorando PPGB-UFPel
Diretor da Agéncia de Gestéo Tecnologica e Propriedade Intelectual

Para:
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
Universidade Federal de Pelotas

Assunto: Pedido de Registro de Software

Prezado Diretor:
Venho pelo presente encaminhar a esta Agéncia o formulario em anexo

para analise do pedido de registro de Software denominado “Titulo identificador do

Software”

Atenciosamente,

Marcus Redu Eslabéo
Doutorando/PPGB-UFPel

Rua Andrade Neves, 1529 - CEP 96020-080 - Centro - Pelotas, RS
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FORMULARIO PARA ANALISE DE REGISTRO DE SOFTWARE

DADOS DOS AUTORES

Nome civil completo:

Marcus Redii Eslabao

Unidade: CDTec

Departamento: Biotechologia

Fone comercial: (53)
3275-7350

E-mail:
marcus.eslabao@yahoo.com.br

Fax:

Identidade:
1083052504

Orgao expedidor: SJS

Data de emissao:

CPF: 01512184047

Data nascimento: 05/06/1986

Estado Civil: Solteiro

Nacionalidade: Brasileiro

Naturalidade: Brasileiro

Enderego Residencial Completo: Av. Pinheiro Machado 901 CASA 16

Bairro: Fragata

CEP: 96040-500

Telefone Residencial: (53) 32211624

Celular: (53) 81013060

Vinculo com a Professor Aluno: | X [Doutorado

HAvEL Técnico-administrativo Mestrado
Especializagao
Graduagao

Participante . __~_

Externo: Profissao: Instituigao:

% Contribui¢gdao no presente invento: 20%

Rua Andrade Neves, 1529 - CEP 96020-080 - Centro - Pelotas, RS
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FORMULARIO PARA ANALISE DE REGISTRO DE SOFTWARE

DADOS DO INVENTO

Titulo do Programa de Computador:
Square

Data de Criagao do Programa de Computador:
12/01/13

Linguagem(s) de Programacgao na(s) qual (is) foi desenvolvido e esta
disponibilizado o programa:
Perl, Pascal

O presente programa de computador é uma modificagao tecnolégica ou
derivacio (nova versao) de outro ja existente?
Caso afirmativo, informe o titulo do programa original

Nao

Descrigao funcional do programa de computador:
O presente programa visa automatizar o processo de anotagdo de genomas de
procariotos inferindo informagdes necessarias para deposito destes em bancos de
dados publicos como NCBI. Possui um interface avangada em modo linha de
comando e uma interface grafica simples e facil de usar, auxiliando pesquisadores
nao familiarizados com este tipo de processo.

Informe trechos do programa ou outros elementos essenciais do programa
que sejam capazes de caracterizar a criagao independente e identificar o
programa:
Localizacao de regides codificadoras, busca de similaridade com outros organismos
utilizando banco de dados de terceiros, inferéncia de informagdes como nome de
gene e produto génico em cada regido codificadora e predicéo de RNAs.

Informe o campo de aplicagao (tabela em anexo) do presente programa de
computador, definindo areas de aplicagao:
BLO1,SD09,BL02,BL04

Informe a classificagdo do tipo de programa (tabela em anexo):
ITO3, TCO1

Quais os problemas que o programa de computador resolve?
Anotacédo manual de genomas.

Quais as vantagens que o programa de computador apresenta?
Agilidade na anotagdo de genomas, reducédo do nimero pessoas envolvidas na
anotagao de genomas, redugao de erro humano, maior precisdo e quantidade de
dados inferidos.

Qual o uso presente e futuro do programa de computador?
Atualmente o presente software é utilizado na anotacdo de genomas de organismos
procariotos, no futuro o programa devera ser capaz de anotar genomas de
organismos eucariotos.

Rua Andrade Neves, 1529 - CEP 96020-080 - Centro - Pelotas, RS
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nome
Blast2go, MAKER, VESPA, AGeS, RAST

Ha pesquisa bibliografica relacionada com o software?
Sim

O presente software ja foi revelado fora da Universidade?
Se afirmativo, informe detalhadamente as circunstancias e anexe cépia do
trabalho.

Néao

Esteve pessoalmente envolvido em outro processo de registro de software?
Se afirmativo, informe quando, onde, e que tipo de software:

Nao

O presente software ja foi revelado a industria?
Néao

Foi demonstrado interesse comercial?
Se afirmativo, informe nome, contato e telefone da empresa:

Nao

Rua Andrade Neves, 1529 - CEP 96020-080 - Centro - Pelotas, RS
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Conhece outro software com caracteristica similar? Caso afirmativo, informe o
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FORMULARIO PARA ANALISE DE REGISTRO DE SOFTWARE

DADOS DA PESQUISA

Orgaos de Fomento Envolvidos (Apoio CNPq, CAPES, FAPERGS, etc):
CAPES

Foi feito contrato com érgao financiador ou gerido de acordo com um Termo
de Confidencialidade?

Nao

O drgao financiador foi informado do invento?
Néao

Suporte Interno (Fundos de Pesquisa da UFPEL, Unidade ou do
Departamento):

Nao

Rua Andrade Neves, 1529 - CEP 96020-080 - Centro - Pelotas, RS
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TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

Comente a potencialidade de comercializagao do presente software, incluindo
sugestdes a longo prazo e especificando as areas de aplicagdo que possam
utilizar o programa:
Em curto prazo ndo ha pretenséo da comercializacdo do presente software, caso
fosse vendido em larga escala, necessitaria de mais pessoas, possibilitando o
oferecimento de suporte, atualizacdes e adequacdes do software aos clientes.
Cite mercados ou empresas que poderiam ter interesse em conhecer esta nova
tecnologia:
Universidades, empresas de sequenciamento de DNA, fabricantes de
sequenciadores de DNA.

Rua Andrade Neves, 1529 - CEP 96020-080 - Centro - Pelotas, RS
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interface

genome

Abstract

Motivation: The Square is designed to help students and junior researchers in the DNA sequencing
to assembly and annotate bacterial genomes. Presenting a graphical and intuitive interface,
integrating a database creator and output annotation with color, where indicates the accuracy and
relevance of the data recorded.

Results: This software was more accurate in find and annotate CDs when compared to RAST and
BASys, both services used by users who dor’t have Linux terminal knowledge or seeking practicality.
The accuracy reduces the number of CDs found, reducing the annotation time and post curated
annotation. Others relevant factors are a friendly graphical interface and local machine running, this
last allows to escape from online queues. Square can be installed on basic computer with little

processing power as an Intel Pentium 4 with 1GB of RAM.
Contact: odir @ufpel.edu.br
Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

3.1

Introduction

The new generation of DNA sequencing has brought
advances and new possibilities in the genomics area,
increasing the sequencing speed and reducing costs
(Demming 2015) currently in the third generation is possible
to sequence a bacterial genome in a few hours (Land et al.
2015), Observing this, many researchers turned their attention
to this tool, both to complement their areas of expertise or to
expand their fields of research. Currently companies provide
sequencing service and genome assembly (Nucleics 2015),
but the final annotation and curation need to be carried out by
the researchers, which preferably have a good know the
sequenced organism. Some free software perform annotation
of genomes with good accuracy and great deal of information
(Kisand and Lettieri 2013), but the most of them needs to run
on Linux terminal, another part offers online annotation
service with the convenience of a graphical interface, but
depending on the demand of the servers may result in queues,
making it a setback in the life of a researcher.

3.2

3

Observing these necessities the Square was created with a
intention to providing a user-friendly alternative that run
instantly on a personal computer, without requiring a prior
knowledge of command line and database download and
formatting, also providing the improvement of annotation
quality compared with popular annotation software among
researchers, even facilitating the visualization of data
recorded with a color scheme indicating the accuracy of
annotation.

Methods

To develop the Square were used two languages: Python (G
van Rossum and FL. Drake 2001) and the Lazarus IDE
(Lazarus 2015). Python makes its possible, with an ease of
development and speed in biological data processing, in
addition, enabling the Square run in a command line on
remote servers, while Lazarus IDE provides a light and
friendly graphical environment, calling the processing core
written in Python and adding some functions such as
automated download and database creation.
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3.3

3.4

The gene prediction was performed using the Prodigal
predictor (Hyatt er al. 2010), compared to EasyGene (Larsen
and Krogh 2003), Glimmer (Delcher et al. 2007) and
GenemarkHMM (Besemer and Borodovsky 2005), Prodial
proved to be more sensitive and quick to find true CDS. The
tRNA prediction was made from tRNAscan (Lowe and
Eddy). Soon after the prediction one SQLite3 database
(SQLite 2015) is created and the possible CDS are separated,
for each one CDs the NCBI BLAST + (Camacho er al. 2009)
is performed, using the database selected by the user. At the
end of the comparison with NCBI BLAST the best results are
filtered and selected and a file in GenBank format is created
containing the annotation information and a color indicating
the accuracy and quality of information of annotation.

Results

The software of this article has been successfully tested in
genomes of Leptospira genus, Corynebacterium and
Escherichia, with good speed and accuracy for the final test
was selected three complete genomes and annotated NCBI
genome database, this selection was used criteria of size,
where the smallest genome, the largest genome and a medium
size between the two were selected for annotation, being
respectively Candidatus Hodgkinia cicadicola TETUNDI
strain, Sorangium cellulosum So0157 2 and Burkholderia
pseudomallei Pasteur 52237. The computer used to run
Square features an Intel i3-2100 processor, 4GB of ram and
operation system Ubuntu 14. For comparison we selected two
popular software alternatives between those who seek
applications with graphical interface, namely, RAST and
BASYS. The table containing the comparison can be
observed in the Supplementary Data 1.

Watching the genomes tested the Square had the lowest
number of false genes and getting closer to the data deposited
in NCBI and why run locally was the fastest.

Conclusions

The Square presents a new alternative for genome annotation
among the command line and webservers, with easy double
click installation via Debian package. Their graphical
interface is user friendly and allows user the option of
creating their own databases either from own fasta or
download automatically from UniProt Database (EMBL, SIB
Swiss Institute of Bioinformatics and Protein Information
Resource (PIR) 2013), providing yet refined search for
specific genus and species or taxonomy ID, the automated
creation of databases, facilitate for the user, speeding up the
process of annotation by reduce of database size compared to
a more extensive database as TrEMBL. Your light execution
can be performed from a notebook or basic desktop with an
Intel Core2Duo or higher and 1GB ram processor, and higher
the speed of the processor, faster will be the genome
annotation process, also has the possibility to be running by
command line on servers that have no graphical interface.
The Square accuracy is consistent with the others annotators
tested yet presenting a lower number of false positives,
reducing the work of the curation team.
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