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Resumo 
 

KREMER, Frederico Schmitt. Genix: Desenvolvimento de uma nova pipeline 
automatizada para anotação de genomas microbianos. 2015. Dissertação 
(Mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal 
de Pelotas, Pelotas. 
 
O advento do sequenciamento de DNA de nova geração (NGS) reduziu 
significativamente o custo dos projetos de sequenciamento de genomas. Quanto 
mais fácil é de obter novos dados genômicos, mais acuradas deve ser a etapa de 
anotação, de forma a se reduzir a perda de informações relevantes e efetuar o 
acúmulo de erros que possam afetar a acurácia das análises posteriores. No caso 
dos genomas bacterianos, um grande número de programas para anotação já foi 
desenvolvido, entretanto, muitos destes softwares não incorporaram etapas para 
otimizar os seus resultados, como filtragem de proteínas falso-positivas/spurious e a 
anotação mais completa de RNA não-codificantes. O presente trabalho descreve o 
desenvolvimento do Genix, uma nova pipeline automatizada que combina a 
funcionalidade de diferentes softwares, incluindo Prodigal, tRNAscan-SE, RNAmmer, 
Aragorn, INFERNAL, NCBI-BLAST+, CD-HIT, Rfam e Uniprot, com a intenção de 
aumentar a afetividade dos resultados de anotação. Para avaliar a acurácia da 
presente ferramenta, foram usados como modelo de estudo os genomas de 
referência de Escherichia coli K-12, Leptospira interrogans cepa Fiocruz L1-130, 
Listeria monocytogenese EGD-e e Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Os 
resultados obtidos pelo Genix foram comparados às anotações originais e as obtidas 
pelas ferramentas de anotação RAST e BASys, considerando genes novos, faltantes 
e exclusivos, informações de anotação funcional e predições de ORFs spurious. De 
forma a se quantificar o grau de acurácia, uma nova métrica, denominada 
discrepância de anotação foi também proposta. Na análise comparativa o Genix 
apresentou para todos os genomas o menor valor de discrepância, variando entre 
0,96 e 5,71%, sendo o maior valor observado no genoma de L. interrogans, para o 
qual RAST e BASys apresentaram valores superiores a 14,0%. Além disso, foram 
identificadas proteínas spurious nas anotações geradas pelos demais programas, e, 
em menor número, nas anotações de referência, indicando que a utilização do 
Antifam permite um melhor controle do número de genes falso positivos. A partir dos 
testes realizados, foi possível demonstrar que o Genix é capaz de gerar anotação 
com boa acurácia (baixo discrepância), menor perda de genes relevantes 
(funcionais) e menor número de genes falso positivos.  
 
 
Palavras-Chave: Bioinformática, NGS, Servidor Web, Genômica Microbiana, LAMP  
  
  



 

 

 

Abstract  
 

KREMER, Frederico Schmitt. Genix: Development of a new automated pipeline 
for microbial genome annotation. 2015. Dissertação (Mestrado) – Programa de 
Pós-Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
The advent of next-generation sequencing (NGS) significantly reduced the cost of 
genome sequencing projects. The easier it is to generate genomic data, the more 
accurate the annotation steps must to be to avoid both the loss of information and the 
accumulation of erroneous features that may affect the accuracy of further analysis. 
In the case of bacteria genomes, a range of web annotation software has been 
developed; however, many applications have not incorporated the steps required to 
improve the output (eg: false-positive/spurious ORF filtering and a more complete 
non-coding RNA annotation). The present work describes the implementation of 
Genix, a new bacteria genome annotation pipeline that combines the functionality of 
the programs Prodigal, tRNAscan-SE, RNAmmer, Aragorn, INFERNAL, NCBI-
BLAST+, CD-HIT, Rfam and UniProt, with the intention of increasing the 
effectiveness of the annotation results. To evaluate the accuracy of Genix, we used 
as models of study the reference genomes of Escherichia coli K-12, Leptospira 
interrogans strain Fiocruz L1-130, Listeria monocytogenes EGD-e and 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. the results obtained by Genix were compared to 
the original annotation and to those from the annotation pipelines RAST and BASys 
considering new, missing and exclusive genes, functional annotation information and 
the prediction of spurious ORFs. To quantify the annotation accuracy, a new metric, 
called “annotation discrepancy” was developed. In a comparative analysis, Genix 
showed the smallest discrepancy for the four genomes, ranging for 0.96 to 5.71%, 
the highest discrepancy was bserved in the L. interrogans genome, for which RAST 
and BASys resulted in discrepancies greater than 14.0%. Additionally, several 
spurious proteins were identified in the annotations generated by RAST and BASys, 
and, in  smaller number, in the reference annotations, indicating that the use of the 
Antifam database allows a better control of the number of false-positive genes. 
Based on the evaluations, it was possible to show that Genix is able to generate 
annotations with good accuracy (low discrepancy), low omission of relevant 
(functional) genes and a small number of false-positive genes. 
 
 
Keywords: Bioinformatics, NGS, Webserver, Microbial Genomics, LAMP  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 1 

 2 

O advento das plataformas de sequenciamento de DNA de nova geração, também 3 

denominadas Next Generation Sequecing (NGS), resultou em uma drástica redução 4 

do custo necessário para a obtenção de sequencias genômicas e transcriptômicas. 5 

Por sua vez, esta redução acarretou em uma grande redução no tempo necessário 6 

para o sequenciamento de novos genomas, levando a um crescimento expressivo 7 

no volume de informação disponível em banco de dados públicos, como o Genbank 8 

e o Uniprot. 9 

 10 

Após o sequenciamento, milhões de sequencias de DNA são identificadas, que 11 

correspondem a fragmentos aleatórios que são processados pelos sequenciadores 12 

simultaneamente. O tamanho de fragmento lido varia de acordo com a plataforma, 13 

mas normalmente fica entre 30 e 700 pares de base. Com base nas sequencias 14 

destes fragmentos, programas de montagem reconstroem, ao menos parcialmente, 15 

a(s) sequência(s) do(s) cromossomos(s) do organismo de interesse. 16 

 17 

Com base na sequência do genoma é realizada a identificação dos genes e demais 18 

regiões funcionais (features). Neste processo, denominado anotação, diferentes 19 

programas são executados para se realizar a caracterização de regiões codificantes, 20 

genes responsáveis para RNAs estruturais, identificação de regiões repetitivas, 21 

dentre outras análises. Ao final, os dados de cada programa são integrados e as 22 

diferentes estruturas funcionais identificadas são representadas ao longo da 23 

sequência do genoma. 24 

 25 

O processo de anotação é trabalhoso e pode envolver um grande número de 26 

análises, sendo por conta disso, em muitos casos executados através de 27 

ferramentas automatizadas denominadas pipelines, e pode ser de uso local, quando 28 

executadas na máquina do usuário, ou de uso web, quando executadas por um 29 

servidor remoto. As pipelines de uso local costumam apresentar uma maior 30 

versatilidade e permitir uma melhor configuração dos diferentes parâmetros do 31 

processo, mas também costumam exigir maiores conhecimento de informática por 32 

parte do usuário, sendo executáveis, em sua maioria, unicamente em sistemas 33 

operações UNIX. Já as ferramentas de uso web costumam ser de uso mais 34 
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facilitado, mas tem resultados menos completos e uma menor possibilidade de 35 

customização. 36 

 37 

O sequenciamento de genomas de microbianos, sobretudo de organismos de 38 

interesse industrial ou clínico, provê dados valiosos que pode ser utilizados como 39 

bases para o desenvolvimento de uma grande variedade de estratégias 40 

biotecnológicas. No caso de microorganismos patogênicos por exemplo, a 41 

disponibilidade de sequências genômicas possibilita a utização de técnicas de 42 

vacinologia reversa para a identificação de novos alvos vacinais, prospecção de 43 

genes que possam ser utilizados para tipagem molecular, identificação de genes de 44 

resistência à antibióticos, identificação de novos alvos terapêuticos, dentre outras 45 

abordagens.  46 

 47 

A facilidade para a obtenção de sequencias de novos genomas torna necessária a 48 

disponibilidade de ferramentas de anotação de fácil utilização e que sejam capazes 49 

de gerar resultados completos e com boa acurácia. No presente trabalho é 50 

apresentado o desenvolvimento do Genix, uma nova ferramenta de anotação de 51 

genomas microbianos. Com base nos testes realizados através da comparação com 52 

outras ferramentas, foi demonstrado que o Genix é capaz de gerar anotações mais 53 

próxima das anotações de referência quando comparado às ferramentas RAST e 54 

BASys, reduzindo o número de proteínas falso-positivas e falso-negativas, bem 55 

como uma descrição mais detalhada dos RNA não codificantes (ncRNAs) presentes 56 

no genoma.  57 

 58 

 59 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 60 

 61 

2.1 O Sequenciamento de DNA 62 

 63 

O sequenciamento de DNA consiste na identificação da sequência de nucleotídeos 64 

presentes em um ou mais fragmentos de interesse. As primeiras técnicas de 65 

sequenciamento de nucleotídeos foram desenvolvidas pouco mais de uma década 66 

após a descoberta da estrutura de dupla hélice do DNA por Watson & Crick (Watson 67 

& Crick, 1953), e consistiam na utilização de RNAses base específicas para a 68 

caracterização da sequência de RNA transportadores purificados (Holley et al., 69 

1965).  70 

Em 1977, duas técnicas de sequenciamento de DNA foram descritas, de forma 71 

independente por Maxam & Gilbert (Maxam & Gilbert, 1977) e Sanger et al (Sanger 72 

et al., 1977). Apesar de utilizarem uma um conjunto de reações químicas distintas, 73 

ambas resultavam na formação de um conjunto de fragmentos que poderiam ser 74 

separados através de eletroforese em gel. A determinação da sequência consistia 75 

na análise dos padrões de banda formados nas diferentes reações (Hutchison, 76 

2007). Destas duas técnicas, a desenvolvida por Sanger et al acabou por se tornar o 77 

padrão para sequenciamento de DNA, sendo posteriormente otimizada com o uso 78 

de fluoróforos (permitindo a redução no número de reação de quatro para uma), e 79 

substituição da eletroforese em gel para eletroforese capilar, o que levou ao 80 

desenvolvimento dos primeiros sequenciadores de DNA (Karger & Guttman, 2009). 81 

Os sequenciadores de DNA baseados no método de Sanger foram extensivamente 82 

utilizados para o sequenciamento dos primeiros genomas modelo, como 83 

Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995), Mycoplasma pneumoniae 84 

(Himmelreich et al., 1996), Escherichia coli (Blattner et al., 1997), Caenorhabditis 85 

elegans (C. elegans Sequencing Consortium, 1998), Arabidopsis thaliana 86 

(Arabidopsis Genome Initiative, 2000), Homo sapiens (Lander et al., 2001; Venter et 87 

al., 2001), Oryza sativa (Goff et al., 2002), Mus musculus (Waterston et al., 2002), 88 

dentre outros.  89 

Em relação ao tamanho de um genoma, que pode variar de alguns milhões de bases 90 

no caso de bactérias, para alguns bilhões no caso de eucariotos, o tamanho e 91 
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número de fragmentos sequenciados, denominado throughput, nestes 92 

equipamentos, assim como o custo referente a cada base sequenciada, levou a 93 

necessidade da formação de consórcios entre diferentes institutos de pesquisa 94 

(Pareek et al., 2011).  95 

A crescente demanda por um maior throughput com menor custo, levou ao 96 

surgimento de novas metodologias de sequenciamento de DNA. No ano de 2004, a 97 

empresa Roche (www.roche.com/) lançou o primeiro sequenciador da linha 454, 98 

baseada na técnica de piro-sequenciamento (Ronaghi, 1998), uma abordagem 99 

paralela de alto-rendimento (high throughput) capaz de sequenciar milhares de 100 

fragmentos em uma única reação (Shendure & Ji, 2008). Posteriormente, outras 101 

empresas também desenvolveram suas próprias tecnologias proprietárias, 102 

resultando no lançamento das plataformas Illumina Solexa (www.illumina.com/), ABI 103 

SOLiD (www.appliedbiosystems.com/), Ion Torrent PGM (www.thermofisher.com/) e 104 

Helicos Heliscope (www.helicosbio.com/)  (Liu et al., 2012). Esta segunda fase do 105 

sequenciamento de DNA, caracterizada pelo alto rendimento, baixo custo (em 106 

relação às técnicas anteriores) e grande variedade de plataformas disponíveis, foi 107 

então inicialmente denominada sequenciamento de nova geração (do inglês Next 108 

Generation Sequencing, ou NGS), e posteriormente de sequenciamento de segunda 109 

geração  (Second Generation Sequencing), devido ao surgimento das plataformas 110 

PacBio SMRT (www.pacb.com) e Oxford Nanopore (www.nanoporetech.com/), que 111 

foram por sua vez, classificadas como a terceira geração de sequenciadores. 112 

Entretanto, o termo NGS ainda é amplamente utilizada para se referir aos 113 

sequenciadores de segunda e terceira geração. 114 

A disponibilidade de plataformas de sequenciamento capazes de gerar um grande 115 

volume de dados levou a um aumento expressivo no número de sequencias em 116 

bancos de dados públicos (Shendure & Ji, 2008), como o Genbank  (Benson et al., 117 

2005) e o Uniprot (Apweiler et al., 2004).  118 

 119 

 120 

 121 
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2.2 Sequenciamento e Montagem de Genomas   122 

 123 

O sequenciamento de um genoma resulta na identificação da sequência de um 124 

grande número de fragmentos de DNA, uma vez que nenhuma técnica é capaz de 125 

sequenciar um genoma, mesmo que bacteriano, por completo. Desta forma, mesmo 126 

nas plataformas de sequenciamento de nova geração, é necessário que o genoma 127 

seja fragmentado, o que pode ser realizado através de métodos físicos ou 128 

enzimáticos. O tamanho recomendado para os fragmentos depende da plataforma 129 

de sequenciamento que será utilizada (Poptsova et al., 2014). 130 

Após o sequenciamento, as sequencias identificadas para os fragmentos, 131 

denominadas “leituras” (reads), são sobrepostos de maneira que se reconstruir, ao 132 

menos parcialmente, a sequência original do genoma de interesse (Edwards & Holt, 133 

2013). Este processo é denominado montagem, e requer que exista sobreposição 134 

entre os fragmentos para que possam ser construídas contigs. Por definição, uma 135 

contig é uma sequência ininterrupta (“contigua”) resultado da junção de dois ou mais 136 

fragmentos, podendo conter também bases não identificadas, comumente 137 

representadas através da letra “N” (Staden, 1979).  138 

A montagem de novo de genomas sequenciados por tecnologias de segunda e 139 

terceira geração é computacionalmente mais complexa se comparada a montagem 140 

de genomas sequenciados pelo método de Sanger, sobretudo devido ao maior 141 

volume de dados a ser tratado e o tamanho menor de leitura (Baker, 2012). Para 142 

tornar viável a montagem de genomas sequenciados por estas novas tecnologias, 143 

novos algoritmos, como grafos de overlap-layout consensus (OLC), grafos de Bruijn 144 

(DBG) (Compeau et al., 2011; Pevzner et al., 2001) e grafos de strings (SG) (Myers, 145 

2005) foram desenvolvidos, sendo implementados em ferramentas como Newbler 146 

(www.roche.com), Edena (Hernandez et al., 2008) e MIRA (www.chevreux.org) 147 

(OLC), Velvet (Zerbino & Birney, 2008), Ray (Boisvert et al., 2010), SOAPdenovo 148 

(Luo et al., 2012), ABySS (Simpson et al., 2009) e SPAdes (Bankevich et al., 2012), 149 

e SGA (Simpson & Durbin, 2012) (SG).  150 

Por conta das limitações impostas pelo grande número de reads de tamanho curto 151 

(Alkan et al., 2010), os resultados de uma montagem de novo raramente representa 152 

uma montagem finalizada. A dificuldade de se resolver regiões repetitivas sem o uso 153 
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de etapas de sequenciamento complementar para o fechamento de gaps, resultou 154 

no crescimento no número de genomas depositados na forma de “rascunhos” (draft), 155 

que em muitos casos são suficientes para grande parte das análises de interesse, 156 

mas impossibilitam certos estudos de genômica comparativa e estrutural (Mardis et 157 

al., 2002; Ricker et al., 2012). Para reduzir a fragmentação das montagens de novo, 158 

diferentes metodologias foram desenvolvidas, como a integração de diferentes 159 

montagens (Lin & Liao, 2013; Nijkamp et al., 2010; Sommer et al., 2007; Yao et al., 160 

2012; Zimin et al., 2008), ordenamento de contigs/scaffolds com base em um 161 

genoma de referência (Assefa et al., 2009; Dias et al., 2012; Galardini et al., 2011; 162 

Lu et al., 2014; Rissman et al., 2009), fechamento in silico de gaps (Boetzer & 163 

Pirovano, 2012; Luo et al., 2012; Piro et al., 2014; Tsai et al., 2010) e correção de 164 

erros de montagem (Otto et al., 2010; Ronen et al., 2012). 165 

 166 

2.3 Anotação de Genes e Genomas 167 

 168 

A anotação de um genoma consiste na identificação e caracterização das regiões 169 

funcionais, denominadas features, que estão presentes em sua sequência, o que 170 

pode incluir genes, promotores, terminadores, regiões de DNA repetitivo, operons, 171 

dentre outras (Edwards & Holt, 2013). A identificação das features pode ser 172 

realizada através do uso de dados experimentais, como alinhamento de sequencias 173 

de transcritos (ex: RNA-Seq, Expressed Sequence Tags) ou proteínas, ou com base 174 

em ferramentas de predição ab initio (Yandell & Ence, 2012). Cada uma destas 175 

possíveis fontes de informação, seja experimental ou ab initio, é denominada 176 

evidência, e também é possível se combinar diferentes evidências para a geração 177 

de uma anotação consenso (Haas et al., 2008). No caso de genomas eucarióticos, 178 

por exemplo, devido à complexidade da estrutura gênica, e a existência de 179 

fenômenos como o splicing alternativo, torna necessária a combinação de diferentes 180 

dados experimentais para a geração de uma anotação confiável. Por outro lado, a 181 

estrutura relativamente simples dos genes de procariotos permite que estes sejam 182 

identificados com boa acurácia, unicamente através de ferramentas ab initio . 183 

 184 
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2.3.1 Identificação de regiões codificantes (CDS, Coding DNA sequences) 185 

 186 

As ferramentas ab initio para predição de genes codificantes em procariotos, como 187 

GLIMMER (Delcher et al., 1999), Genemark.hmm (Borodovsky et al., 2003), 188 

FGenesB (http://www.softberry.com/) e Prodigal (Hyatt et al., 2010), utilizam modelos 189 

de estruturas de genes procarióticos para a realização das suas predições. No caso 190 

do GLIMMER e do Genemark.hmm, as estruturas são descritas na forma de 191 

modelos ocultos de Markov (HMM, Hidden Markov Model) (Durbin et al., 1998), 192 

sendo a identificação de novos genes dependente do uso de um modelo já 193 

construído ou gerado por auto-treinamendo do algoritmo. Já o Prodigal utiliza um 194 

algoritmo de computação dinâmica baseado na ocorrência de motifs de RBS, 195 

conteúdo C+G e tamanho da Open Reading Frame (ORF) para identificar as regiões 196 

com maior probabilidade de serem codificantes(Hyatt et al., 2010).  197 

 198 

Após a identificação, as ORFs podem ser comparadas com bancos de dados de 199 

genes, proteínas e domínios para a identificação de seus respectivos produtos. 200 

Ferramentas como BLAST (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009), BLAT (Kent, 201 

2002), USEARCH (Edgar, 2010) e HMMER (Eddy, 2011) podem ser usadas para se 202 

alinhar as regiões de interesse contra bancos de dados com Genbank (Benson et 203 

al., 2005), Uniprot (Apweiler et al., 2004) e Pfam (Finn et al., 2014) para se verificar 204 

se a região identificada possui similaridade com alguma proteína previamente 205 

caracterizada e identificar sua possivel função. Além disso, é também possivel se 206 

utilizar estas ferramentas para se remover possíveis erros no processo de predição 207 

de genes. Neste caso, ORFs falso positivas, denominadas, spurious ORFs, podem 208 

ser identificadas através da comparação com bancos de dados específicos, como o 209 

Antifam (Eberhardt et al., 2012).  210 

 211 

2.3.2 Identificação de RNAs não codificantes  212 

 213 

Da mesma forma que genes que codificam para proteínas, genes de diferentes 214 

classes de RNAs não-codificantes (ncRNAs) (Ex: rRNAs, tRNAs, tmRNAs, miRNAs) 215 



22 

 

podem ser identificadas através ferramentas especificas de predição (Stadler, 2014). 216 

Abordagens mais simplificadas de identificação, como através de ferramentas de 217 

alinhamento local como o BLAST, permitem uma identificação rápida, mas 218 

desconsidera muitos aspectos estruturais, o que pode levar à um grande número de 219 

falto positivos (Lowe & Eddy, 1997). Desta forma, modelos probabilísticos, como 220 

HMMs, e preferencialmente baseados em estrutura secundária, como modelos de 221 

covariância (CM, Covariance Models), são preferidos para a identificação destes 222 

RNAs.  223 

2.3.2.1 RNAmmer 224 

 225 

A ferramenta RNAmmer utiliza como base o HMMER (Eddy, 2011), baseado em 226 

modelos ocultos de Markov, para a identificação de unidades de RNA ribossômico 227 

(rRNAs) de bactérias, archeas e eucariotos (Lagesen et al., 2007). Neste caso, não 228 

são considerados aspectos estruturais devido à alta conservação deste grupo de 229 

RNAs em diferentes espécies (Tringe & Hugenholtz, 2008).  230 

 231 

2.3.2.2 tRNAscan-SE e Aragorn 232 

 233 

Os programas preditores de RNAs transportadores (tRNAs) tRNAscan-SE e Aragorn 234 

utilizam como base diferentes algoritmos. O tRNAscan-SE usam um modelo 235 

probabilístico denominado Covariance Model (CM), similar ao modelo oculto de 236 

Markov (HMM), mas que também considera a variação simultâneas entre diferentes 237 

posições para a estimativa de estruturas secundárias (Lowe & Eddy, 1997). Já o 238 

Aragorn usa como base uma simulação de estrutura secundária das regiões de loop 239 

do tRNAs para determinar se identificar na sequência sub-regiões que sejam 240 

compatíveis estruturalmente com esta classe de ncRNAs. Além de tRNAs, o Aragorn 241 

também realiza a busca de RNAs transportadores-mensageiros (tmRNAs), que 242 

consistem em RNA transportadores que possuem uma região de leitura aberta 243 

responsável pela síntese de um pequeno peptídeo de sinalização (Laslett, 2004).   244 

 245 
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2.3.2.3 INFERNAL e Rfam 246 

 247 

O INFERNAL (Nawrocki et al., 2009) é um pacote de ferramentas de alinhamento 248 

baseada em modelos de covariância. Um de seus programas, o cmsearch, permite 249 

que um conjunto de sequência seja comparado à um banco de dados de CMs para a 250 

identificação de  regiões similares aos modelos, de forma análoga ao BLAST 251 

(Altschul et al., 1990) e ao HMMER (Eddy, 2011). Para a anotação de ncRNAs em 252 

um genoma, é possível se utilizar esta ferramenta em conjunto com o Rfam, um 253 

banco de dados para estruturas de RNAs (Griffiths-Jones et al., 2003). Entretanto, a 254 

busca através de CMs do INFERNAL é consideravelmente lenta se comparada ao 255 

BLAST, o que levou ao desenvolvimento de abordagens híbridas para reduzir o 256 

tempo necessário para a anotação, como a implementada na ferramenta 257 

rfam_scan.pl (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/databases/Rfam/).  258 

 259 

2.3.3 Anotação estrutural 260 

 261 

A identificação de regiões funcionais, também denominados motifs ou domínios, em 262 

um determinado genes ou proteína é denominada anotação estrutural. No caso de 263 

proteínas, ferramentas como SignalP (peptídeos sinais) (Petersen et al., 2011), 264 

TMHMM (hélices transmembrânicas) (Krogh et al., 2001), Interproscan (domínios) 265 

(Zdobnov  & Apweiler, 2001), e bancos de dados de regiões conservadas como 266 

Pfam (Finn et al., 2014), PRODOM (Servant et al., 2002) e SMART (Letunic et al., 267 

2012), podem ser usados para  uma melhor caracterização estrutural.  268 

 269 

2.3.4 Anotação funcional  270 

 271 

É possível se estender as informações referentes à um determinado gene através da 272 

identificação das funções e processos biológicos associados a ele. Bancos de dados 273 

como Clusters of Orthologous Groups (COG) (Tatusov et al., 2000) e o Gene 274 

Ontology (GO) (Tatusov et al., 2000), organizam em estruturas hierárquicas estas 275 

funções, e usam um conjunto limitado e curado de termos para a identificação de 276 
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cada função e processo biológico. Além disso, algumas ferramentas como o 277 

BLAST2GO, permitem que a função de uma determinada proteína seja predita 278 

através da comparação dos seus resultados de BLAST contra um banco de dados 279 

de referência, com os termos GO (Conesa et al., 2005).  280 

Além da determinação da função de uma proteína, é possível também se reconstruir 281 

rotas metabólicas através das funções preditas para cada proteína do genoma. 282 

Ferramentas como KAAS (Moriya et al., 2007), MinPaths (Ye & Doak, 2009) e 283 

PathPred (Moriya et al., 2010) utilizam bancos de dados como o KEGG Pathways 284 

(Kanehisa & Goto, 2000) e o SEED (Overbeek et al., 2014) como base para a 285 

identificação de proteínas ortologas relacionadas à rotas já elucidadas.  286 

 287 

2.3.5 Anotação Automática 288 

 289 

Como a anotação de um genoma pode envolver um grande conjunto de ferramentas 290 

e a integração de dados de diferentes fontes, sua realização de forma “manual” (não 291 

automatizada) tornaria o processo exaustivo e sujeito a falhas. Sendo assim, 292 

diversas ferramentas foram desenvolvidas para automatizar, ao menos 293 

parcialmente, a execução e integração dos resultados de cada ferramenta.  294 

Para anotação de genomas bacterianos as ferramentas podem ser classificadas em 295 

webserver, como o RAST (Aziz et al., 2008), xBASE (Chaudhuri & Pallen, 2006), 296 

BASys (Van Domselaar et al., 2005) e o NCBI Prokaryotic Genome Annotation 297 

Pipeline (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/), e as ferramentas de 298 

uso local, como o Prokka (Seemann, 2014), Eugene-PP (Sallet et al., 2014), Maker 299 

(Cantarel et al., 2008) e o BG7 (Pareja-Tobes et al., 2012). Os webserver de 300 

anotação possuem como principal vantagem a fácil utilização, mesmo por usuários 301 

com pouca experiência com anotação de genomas e bioinformática, mas costumam 302 

oferecer pouca flexibilidade quanto à customização de seus parâmetros. Já as 303 

ferramentas de uso local, exigem um maior conhecimento técnico por serem 304 

executadas, em sua maioria, através de linhas de comandos e serem restritas a 305 

sistemas Linux / UNIX-Like / POSIX.  306 
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2.3.5.1 RAST 307 

 308 

A ferramenta de anotação RAST (Aziz et al., 2008) utiliza como base para a sua 309 

anotação o banco de dados de proteínas do SEED (Overbeek et al., 2014) e possui 310 

uma ferramenta própria para identificação de regiões codificantes, apesar de 311 

também poder usar o GLIMMER (Delcher et al., 1999) para gene finding. Além de 312 

genes codificantes, o RAST também identifica RNAs ribossomais e transportadores 313 

através de alinhamento de sequências, apesar de não realizar a busca de outras 314 

famílias de ncRNAs. Um exemplo de anotação do genoma de um isolado de 315 

Leptospira interrogans, contendo informações de rotas metabólicas preditas a partir 316 

do SEED está representado na Figura 1. Exemplo de anotação do realizada pelo 317 

RAST para um genoma de Leptospira int  318 

 319 

Figura 1. Exemplo de anotação do realizada pelo RAST para um genoma de Leptospira interrogans. 320 

 321 

 322 

 323 
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2.5.5.2 BASys 324 

 325 

O BASys (Van Domselaar et al., 2005) utiliza como base o Uniprot-Swissprot 326 

(Apweiler et al., 2004), a porção de proteínas curadas do Uniprot, como base para 327 

anotação, também fazendo uso do GLIMMER (Delcher et al., 1999) para a 328 

identificação das regiões codificantes. Após identificar as proteínas, um conjunto de 329 

scripts proprietários é executado para a identificação de domínios, termos GO, 330 

famílias de proteínas, peptídeo sinal, dentre outros qualifiers. A ferramenta também 331 

possui um genome browser integrado denominado CGView que permite a 332 

visualização de genomas circulares e geração de gráficos em diferentes formatos 333 

(Stothard & Wishart, 2005).  334 

 335 

2.5.5.3 xBASE 336 

 337 

A ferramenta xBASE (Chaudhuri & Pallen, 2006) também utiliza como base regiões 338 

codificantes identificadas pelo GLIMMER (Delcher et al., 1999) e realiza a anotação 339 

com base em um genoma de referência já anotado. Para identificação de RNAs 340 

transportadores é utilizada a fermenta tRNAscan-SE (Lowe & Eddy, 1997). 341 

 342 

2.5.5.4 Prokka 343 

 344 

A ferramenta de anotação Prokka (Seemann, 2014), de uso local, utiliza como base 345 

a predição de genes do Prodigal (Hyatt et al., 2010), um conjunto de bancos de 346 

dados de proteínas derivado do Uniprot (Apweiler et al., 2004) e modelos de Markov 347 

derivados do Pfam (Finn et al., 2014) e TIGRFAM (Haft, 2003). Para identificação de 348 

ncRNAs, Aragorn (Laslett, 2004), INFERNAL (Nawrocki et al., 2009) e RNAmmer 349 

(Lagesen et al., 2007) podem ser utilizados.  350 

 351 

 352 
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2.5.5.5 Eugene-PP 353 

 354 

A ferramenta Eugene-PP (Sallet et al., 2014), de forma similar ao Prokka (Seemann, 355 

2014), utiliza o Prodigal (Hyatt et al., 2010) para a identificação de regiões 356 

codificantes, mas combina os resultados deste com dados de alinhamentos de 357 

Proteinas, transcritos e modelos probabilísticos baseados em genes de genomas de 358 

referência. Para a anotação de ncRNAs são usadas as ferramentas tRNAscan-SE 359 

(Lowe and Eddy, 1997), rfam_scan.pl (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/databases/Rfam/) e 360 

RNAmmer (Lagesen et al., 2007). 361 

 362 

2.5.5.6 BG7 363 

 364 

A pipeline de anotação BG7 (Pareja-Tobes et al., 2012) utiliza a ferramenta tBLASTn  365 

do pacote NCBI-BLAST+ (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009), tanto para o 366 

processo de gene finding, quando para a identificação das proteínas. Partindo-se de 367 

um conjunto de proteínas de referência, o programa realiza e alinhamento e 368 

processo os resultados para identificar possíveis quebras na fase de leitura 369 

(frameshifts) naturais (mutações) e artificias (resultado de erros durante o 370 

sequenciamento ou na identificação das bases). 371 

 372 

2.6 Visualização de anotações 373 

 374 

A anotação de um genoma pode ser visualizada com auxílio de ferramentas 375 

denominadas genome browsers, como CGView (Stothard & Wishart, 2005), Artemis 376 

(Rutherford et al., 2000), JBrowse (Skinner et al., 2009), GenomeView (Abeel et al., 377 

2012), que representam graficamente a organização dos cromossomos (no caso de 378 

genomas finalizados) e contigs/scaffolds (no caso de genomas rascunho), e 379 

indicados as informações referentes à cada feature, possibilitando uma análise mais 380 

acurada. Outras ferramentas, como Circos (Krzywinski et al., 2009), DNA Plotter 381 

(Carver et al., 2009), BRING (Alikhan et al., 2011) também possibilitam uma melhor 382 

customização na forma com a qual a anotação é representada, permitindo a geração 383 

de gráficos de alta qualidade para publicações científicas. Além disso, ferramentas 384 
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com o Artemis Comparison Tool (ACT) (Carver et al., 2005), integram as funções de 385 

genome browsers com análise de sintenia, sendo útil para análises de genômica 386 

comparativa. 387 

 388 

2.7 Submissão para bancos de dados públicos 389 

 390 

Em muitos casos, como requisitos para publicação, artigos que relatam o 391 

sequenciamento de novos genes ou genomas deve incluir os respectivos códigos de 392 

acesso em bancos de dados públicos, como Genbank e EMBL. A submissão de 393 

sequências para estes bancos de dados segue um conjunto de recomendações e 394 

padrões internacionais, o que inclui o nome que será usado para as features e seus 395 

respectivos qualificadores (qualifiers), como são tratadas as regiões de gaps, quais 396 

informações foram usadas para a ligação das scaffolds, dentre outras (Pirovano et 397 

al., 2015).  398 

No caso de submissões de genomas para o Genbank, o processo envolve o 399 

cadastro da amostra no banco de dados BioSample, do projeto de sequenciamento, 400 

no banco de dados BioProject (Barrett et al., 2012), a geração de um arquivo 401 

genbank submission template (.sbt) com dados dos autores do projeto 402 

(https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/template/submission/), a formatação do 403 

arquivo contendo a anotação e as sequencias através do programa TBL2ASN 404 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tbl2asn2/), e a submissão do resultado deste, 405 

um arquivo em formato .sqn, para o servidor do Genbank através do seu portal de 406 

submissão (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  407 

 408 

3 Sequenciamento de Genomas Microbianos 409 

 410 

O sequenciamento de genomas de microorganismos, sobretudo aqueles de 411 

interesse clínico ou industrial, é de grande relevância para a pesquisa biológica, 412 

tanto básica quanto aplicada (Barbosa et al., 2014). No caso de bactérias 413 

patogênicas, a análise do genoma possibilita o desenvolvimento de abordagens para 414 

identificação de novos alvos vacinais (Sette & Rappuoli, 2010), genes de resistência 415 
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à antibióticos (Köser et al., 2014), genes relacionados ao processo de patogênese 416 

(Chen et al., 2012), marcadores para tipagem molecular e como o Multilocus 417 

Sequence Typing (MLST) (Maiden et al., 1998), dentre outros padrões moleculares. 418 

Além disso, o sequenciamento do genoma de diferentes isolados e cepas de uma 419 

mesma espécie ou gênero também fornece informações relevantes sobre a 420 

variabilidade genética, adaptação e genes compartilhados (core genome) (Medini et 421 

al., 2005). O processo de anotação do genoma é uma etapa mandatória para que 422 

muitas destas analises possam ser realizadas, devendo fornecer um resultado 423 

acurado e completo dos genes e demais features presentes (Beckloff et al., 2012).  424 

 425 

Devido à popularização das plataformas de NGS, a necessidade por ferramentas de 426 

anotação de fácil utilização, mesmo para pessoas com pouco experiência em 427 

informática, levou ao surgimento de plataformas web que realizam este processo de 428 

forma automatizada. Entretanto, os resultados gerados por estas ferramentas em 429 

muitos casos se mostram limitados quando comparados aos obtidos por ferramentas 430 

de uso local, que por sua vez, costumam exigir um maior conhecimento técnico para 431 

sua utilização. 432 

  433 
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3 HIPÓTESE E OBJETIVOS 434 

  435 

3.1 Hipótese 436 

 437 

A integração de preditores de ncRNA e o uso do preditor de genes Prodigal e do 438 

banco de dados de proteínas spurious Antifam pode contribuir para a obtenção de 439 

uma anotação mais completa e acurada de genomas microbianos.  440 

 441 

3.2 Objetivo Geral 442 

 443 

Desenvolver uma nova ferramenta de anotação de genomas microbianos, visando 444 

uma anotação mais completa e acurada.  445 

  446 

3.3 Objetivos Específicos 447 

 448 

 449 

 Implementar a pipeline de anotação em Python integrando programas para 450 

predição de genes, busca em bancos de dados de sequências, predição de 451 

ncRNAs e clusterização de bancos de dados. 452 

 453 

  Implementar o servidor web usando Apache HTTP Server, MySQL e um 454 

back-end desenvolvido em Python.  455 

 456 

 Desenvolver uma interface para interação do usuário que inclua também um 457 

genome browser para visualização dos resultados da anotação. 458 

 459 

 Aferir a acurácia da pipeline através da comparação dos seus resultados com 460 

os obtidos pelas ferramentas RAST e BASys para um conjunto de genomas 461 

de referência.  462 



31 

 

4 METODOLOGIA 463 

 464 

4.1 Desenvolvimento 465 

 466 

4.1.1 Visão geral do genix_server.py 467 

 468 

O back-end do webserver foi construindo com scripts escritos em linguagem Python 469 

(https://www.python.org/) em que recebem os dados enviados pelo usuário a partir 470 

do módulo CGI, que realiza o processamento dos formulários POST. As informações 471 

passadas são então inseridas em um banco de dados MySQL 472 

(https://www.mysql.com/), que é acessado pelos scripts através do módulo 473 

MySQLdb. O webserver foi configurado utilizando o Apache HTTP Server 474 

(www.apache.org/) e roda em um servidor Linux Ubuntu 13.10 475 

(http://www.ubuntu.com/).  476 

Para a submissão de um genoma para anotação é necessário que o usuário realize 477 

previamente um cadastro, que tem como objetivo um maior controle sobre o acesso 478 

aos resultados de cada projeto. Após cada submissão um código de projeto 479 

denominado “job_id” é gerado e retornado ao usuário.  480 

O gerenciamento dos projetos de anotação é realizado pelo script “genix_server.py”, 481 

que se conecta ao banco de dados e gerencia o processo de anotação, a construção 482 

do banco de dados de proteínas (através do script get_database.sh) e a passagem 483 

dos parâmetros passados para o genix_annotation.py. Apenas um genoma é 484 

anotado por vez, sendo o status do processo atualizado a cada etapa no banco de 485 

dados de forma que o usuário possa acompanhar o progresso do processo. A 486 

estrutura da pipeline está representada na Figura 2. 487 
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 488 

Figura 2. Estrutura da pipeline de anotação do Genix. 489 

 490 

 491 

 492 

4.1.2 Construção do banco de dados (get_database.sh) 493 

 494 
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A construção do banco de dados é realizada pelo script get_database.sh, escrito em 495 

linguagem Bash, que recebe quatro argumentos: tax_id, prefixo banco de dados de 496 

saída, grau de identidade para clusterização do dataset e o programa que será 497 

usado para a clusterização, podendo ser escolhido o CD-HIT (Li & Godzik, 2006)  ou 498 

o USEARCH (Edgar, 2010). O tax_id é um código de identificação padronizado 499 

utilizado por diferentes bancos de dados públicos, como NCBI, EMBL e Uniprot, 500 

abrangendo diferentes níveis taxonômicos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy). 501 

O script utiliza este código para recuperar um dataset “bruto” (raw dataset) de 502 

sequências de proteínas a partir do Uniprot (Apweiler et al., 2004). Após a geração 503 

deste primeiro dataset, a ferramenta de clusterização é executada usando o grau de 504 

identidade escolhida de forma a se gerar um arquivo FASTA com menor 505 

redundância. Por fim, os programas makeblastdb (Altschul et al., 1990; Camacho et 506 

al., 2009) e usearch (com a opção “-makeudb_ublast”) (Edgar, 2010) são 507 

executadas para a formatação dos bancos de dados de proteína para a etapa de 508 

anotação que será realizada posteriormente.  509 

 510 

4.1.3 O script genix_annotation.py 511 

 512 

O processo de anotação é realizado pelo script genix_annotation.py, que foi 513 

desenvolvido para poder receber uma ampla variedade de parâmetros (Tabela 1). 514 

 515 

O script inicialmente cria um banco de dados SQLite3 temporário mantido 516 

diretamente na memória RAM (in memory) (https://www.sqlite.org/) para armazenar 517 

os dados intermediários de anotação. Após isso o arquivo de entrada, em formato 518 

FASTA, que contêm as sequências de genoma de interesse, é indexado e as 519 

regiões de gap são identificadas através de expressões regulares. Cada sequência 520 

recebe um código de identificação único (ID), sendo este usado como campo de 521 

identificação em um novo arquivo FASTA que é gerado para as análises posteriores. 522 

Este arquivo contêm as sequências do arquivo original processadas de forma a se 523 

substituir todas as bases ambíguas pela letra ‘N’. 524 

https://www.sqlite.org/
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A identificação open reading frames (ORFs) é realizada através do software  525 

Prodigal (Hyatt et al., 2010), sendo cada região identificada pelo programa 526 

comparada com o banco de dados de proteína gerado pelo get_database.sh, 527 

podendo ser usado para isso o BLASTx (Altschul et al., 1990) do pacote NCBI-528 

BLAST+ (Camacho et al., 2009) ou o modo UBLAST do USEARCH (Edgar, 2010). 529 

As regiões que apresentam similaridade com o banco de dados e que apresentam 530 

um e-value menor que o threshold definido pelo usuário são mantidas e comparadas 531 

com o banco de dados de Hidden Markov Models (HMMs) do Antifam (Eberhardt et 532 

al., 2012) com uso da ferramenta HMMER (Eddy, 2011). O Antifam consiste em um 533 

banco de dados de spurious ORFs, sequências de DNA que são comumente 534 

identificadas como possíveis regiões codificantes por ferramentas de predição de 535 

gene, mas que não verdade não codificam para nenhuma proteína e podem estar 536 

associadas a outras funções biológicas, como genes de RNAs estruturais ou 537 

sequências de repetição em tandem. Caso a sequência não apresentem nenhum hit 538 

no Antifam com e-value menor que o threshold, a sequência é indexada no banco de 539 

dados como um Coding DNA Sequence (CDS). 540 

 541 

Tabela 1. Opções (argumentos) aceitas pelo script genix_annotation.py 542 

Opção Valor Mandatório 

-i  Caminho do arquivo FASTA de entrada Sim 
-o Caminho do diretório de saída Não 
-t  Número de threads Não 
-dbp  Arquivo do banco de dados formatado Sim 
-antie Threshold do e-value para o HMMER com o Antifam Não 
-blaste Threshold do e-value para o BLAST de proteínas Não 
-blastrnae Threshold do e-value para o BLAST de ncRNAs Não 
-infernale Threshold do e-value para o INFERNAL Não 
-sub Template de submissão para o Genbank Não 
-mg Tamanho mínimo de região de “N”s para ser um gap Não 
-gc Tabela de código genético do Prodigal Não 
-sl Prefixo das scaffolds Não 
-lt Prefixo das locus_tags Não 
-inst Nome do centro de sequenciamento Não 
-sp Programa de busca (BLAST ou UBLAST) Não 
-source String com a source information (modelo NCBI) Não 
-gap Informação usada unir as scaffolds Não 

 543 

 544 

A predição dos RNAs transportadores (tRNAs), ribossômicos (rRNAs) e 545 

transportadores-mensageiros (tmRNAs) é realizada com os programas tRNAscan-546 
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SE (Lowe & Eddy, 1997), RNAmmer (Lagesen et al., 2007) e Aragorn (Laslett, 547 

2004), respectivamente. Outras classes de ncRNAs, assim como riboswitches, RNAs 548 

relacionados à RNases, sequências de CRISPRs, dentre outras features associadas 549 

à RNAs são preditas a partir do banco de dados do Rfam (Griffiths-Jones et al., 550 

2003). Para isso, uma busca por BLASTn (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 551 

2009)  é realizada de forma a se identificar as famílias de RNAs que possam estar 552 

presentes no genoma, sendo posteriormente realizado uma busca complementar 553 

destas com uso do pacote INFERNAL (Nawrocki et al., 2009). O uso do BLAST 554 

seguido do INFERNAL se deve ao fato de que o primeiro apresenta uma alta 555 

velocidade para o alinhamento, mas desconsidera aspectos estruturais e evolutivos, 556 

o que aumenta a chance de falso-positivos, enquanto o segundo apresenta uma 557 

baixa velocidade, apesar de ter uma acurácia maior para identificação de estruturas 558 

secundárias de RNAs. Uma abordagem similar é usada script rfam_scan.pl 559 

(http://rfam.sanger.ac.uk/).  560 

Após a anotação das regiões codificantes e ncRNAs é realizada a integração dos 561 

dados. Nesta etapa, genes codificantes que apresentam ncRNAs sobrepostos são 562 

removidos, e as features são ordenadas nas sequências do genoma. O resultado da 563 

anotação é salvo em formato Genbank (GBK), Gene Finding Format (GFF) e Feature 564 

Table (TBL). Caso o usuário envio um arquivo template de submissão para o 565 

Genbank (SBT), um arquivo em formato Sequin (SQN) é gerado a com a ferramenta 566 

tbl2asn do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tbl2asn2/). 567 

 568 

4.1.4 Front-end e apresentação dos resultados de anotação 569 

 570 

O front-end foi desenvolvido usando HTML, CSS3 e Javascript. Durante a 571 

submissão de um novo genoma, expressões regulares são utilizadas para verificar a 572 

consistência de cada informação digitada nos campos do formulário. Os resultados 573 

da anotação são disponibilizados para download em uma página de projeto que 574 

pode ser acessada se informando o job_id do projeto de interesse, e o login e senha 575 

do usuário que o submeteu. É possível também visualizar a anotação no próprio 576 

website através do genome browser Jbrowse (Skinner et al. 2009).    577 

 578 
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4.2 Comparação com outras ferramentas 579 

 580 

Para se avaliar a acurácia da anotação gerada pelo Genix foram realizadas 581 

anotação para quatro genomas de referência (RefSeq): Escherichia coli cepa K12, 582 

Leptospira interrogans cepa Fiocruz L1-130 (cromossomo I), Listeria 583 

monocytogenese cepa EGD-e e Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv. A relação 584 

de códigos de acesso e contagem de genes na anotação original está apresentada 585 

na Tabela 2. 586 

 587 

Tabela 2. Lista de genomas utilizados para a avaliação da ferramenta Genix 588 

Organismo Código do Genbank Nº de CDSs 

E. coli cepa K12 NC_000913.3 4319 
L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 (Cromossomo I) AE016823.1 3394 
L. monocytogenese cepa EGD-e AL591824.1 2855 
M. tuberculosis cepa H37Rv AL123456.3 4031 

 589 

Os resultados obtidos foram comparados à anotação original e às anotações 590 

geradas pelas ferramentas RAST (Aziz et al., 2008) e BASys (Van Domselaar et al., 591 

2005). As métricas utilizada na comparação: contagem de genes novo (em relação à 592 

anotação original), contagem de genes faltantes (em relação à anotação original) e 593 

contagem de genes exclusivos (em relação à todas as anotações). Os genes que 594 

apresentaram divergência foram anotados funcionalmente pelo programa 595 

BLAST2GO (Conesa et al., 2005) usando o banco de dados do Uniprot-Swissprot 596 

como base. As proteínas codificadas pelas anotações também foram analisadas 597 

pelo HMMER (Eddy, 2011) usando o banco de dados do Antifam (Eberhardt et al., 598 

2012). Por fim, uma métrica denominada “discrepância de anotação” foi proposta, 599 

consistindo na porcentagem de genes divergentes entre as anotações geradas e a 600 

anotação original disponível no Genbank. Considerando duas anotações para uma 601 

mesma sequência, uma sendo a “original” ( ) e outra “nova” ( ), a discrepância (D) 602 

para entre estas anotações (   ) é igual à soma do número de genes novos com os 603 

genes faltantes, dividido pela soma do número total de genes nestas anotações 604 

(       ), como representado na fórmula: 605 

  606 
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5 RESULTADOS 608 

 609 

5.1 Implementação  610 

 611 

O Genix foi implementando na forma de um servidor web (webserver), ao menos 612 

parcialmente, usando um modelo LAMP (Linux, Apache, MySQL e Python), e sendo 613 

as linguagens Perl e Bash e o sistema de banco de dados SQLite usados para 614 

tarefas pontuais. O site do programa foi hospedado no servidor do Laboratório de 615 

Bioinformática e Proteômica do Centro de Desenvolvimento Tecnológico, estando 616 

disponível através do endereço http://labbioinfo.ufpel.edu.br/genix/. Para a 617 

submissão de projetos de anotação (jobs), é necessária a realização de um cadastro 618 

de usuário que deve ser efetuado através do endereço 619 

http://labbioinfo.ufpel.edu.br/genix/registration.html (Figura 3)  620 

Após o registro é gerado uma senha para que o usuário possa ter um maior controle 621 

sobre o acesso aos resultados de seus projetos. Não é necessário um e-mail 622 

institucional para a realização do cadastro. 623 

 624 

 625 

Figura 3. Página de registro do Genix. 626 

 627 

Ao submeter um genoma para a anotação, o usuário pode configurar diferentes 628 

parâmetros, como o threshold das ferramentas BLASTn, USEARCH, INFERNAL e 629 

HMMER, códigos de identificação para scaffolds, locus_tag e centro de 630 

sequenciamento, e dados de identificação do organismo (source information). 631 
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Também é possível se submeter arquivos no formato “.sbt” que são usados como 632 

template pelo programa tbl2asn do NCBI para a geração de arquivos de submissão 633 

para o Genbank.  634 

Após a submissão, um código de acesso é gerado para o projeto (job id), sendo este 635 

usado pelo usuário para a recuperação dos resultados. O Genix realiza uma 636 

anotação por vez, sendo todos os projetos primeiramente indexados com o status 637 

“queued”. Os status “processing database” e “processing annotation” são usados 638 

para projetos em andamento, sendo referentes aos scripts “get_database.sh” e 639 

“genix_annotation.py”, respectivamente. Um exemplo de página de um projeto em 640 

andamento está apresentado na Figura 4, onde é possível ver o job id, o status do 641 

projeto e alguns dados informados pelo usuário durante a submissão do genoma.  642 

 643 

 644 

Figura 4. Exemplo de uma página de projeto de anotação em andamento, incluindo um resumo dos 645 

parâmetros passados pelo usuário. 646 

 647 

O status e os resultados de cada projeto podem ser verificados através do endereço 648 

http://labbioinfo.ufpel.edu.br/genix/jobs.html. Após o termino da anotação, os 649 

resultados podem ser recuperados nos formatos Genbank format (.gbk), Gene 650 

Finding Format (.gff) e Feature Table (.tbl). Caso tenha sido solicitada a geração de 651 

arquivos de submissão para o Genbank, os resultados do programa tbl2asn podem 652 

ser obtidos em formato compactado .zip.  Um exemplo de anotação finalizada, com 653 

os links para download dos arquivos de resultado em diferentes formatos está 654 

apresentado na Figura 5. 655 
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 656 

Figura 5. Exemplo de uma página de projeto de anotação finalizado no Genix, incluindo um resumo 657 

dos parâmetros passados pelo usuário, os links para o osuário efetuar o download dos resultados de 658 

anotação em diferentes formatos (tbl, gb, gff) e o link para a visualização da anotação através do 659 

Jbrowse. 660 

 661 

Por fim, a visualização da anotação pode ser realizada na própria página se 662 

resultados através da ferramenta JBrowse, já integrada no Genix, através da opção 663 

“view annotation”. Na Figura 6 está apresentado um exemplo de visualização de 664 

genoma, com os dados de uma CDS sendo mostrados.  665 
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 666 

 667 

Figura 6. Visualização de uma anotação de genoma pela ferramenta JBrowse integrada ao Genix. 668 

 669 

  670 
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5.2 Validação 671 

 672 

A validação da ferramenta foi realizada usando-se como base os genomas de E. coli 673 

cepa K12, L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 (Cromossomo I), L. monocytogenese 674 

cepa EGD-e, M. tuberculosis cepa H37Rv, obtidos a partir do Genbank. As 675 

anotações geradas pelo Genix foram comparadas às obtidas pelas ferramentas 676 

RAST e BASys e às anotações de referência originais. Para cada genoma de 677 

referência, cada anotação foi avaliada quanto às suas CDSs totais, novas (em 678 

relação à referência), faltantes (em relação à referência) e exclusivas (em relação as 679 

demais). De cada uma destas categorias, também foi realizada a anotação funcional 680 

com a ferramenta BLAST2GO. Além disso, a partir do número de CDS total na 681 

anotação e na referência, e do número de CDSs faltantes e novas, foi calculado à 682 

discrepância de anotação. Por fim, também foi realizada a identificação de spurious 683 

ORFs a partir do banco de dados do Antifam. Os resultados obtidos para os 684 

genomas de M. tuberculosis cepa H37Rv, E. coli cepa K12, L. interrogans cepa 685 

Fiocruz L1-130 (Cromossomo I), L. monocytogenese cepa EGD-e estão 686 

apresentados nas tabelas Tabela 3, Tabela 4,  687 

Tabela 5 e  688 

Tabela 6.  689 

 690 

Tabela 3. Comparação da anotação original (referência) disponível no Genbank com os resultados 691 

obtidos pelas ferramentas Genix, RAST e BASys para o genoma de M. tuberculosis cepa H37Rv. 692 

Programa 
CDS 

Discrepância Antifam 
T N F E NF FF EF 

Referência 4031 0 0 0 0 0 0 0,00% 9 
Genix 3930 187 144 53 58 82 4 4,08% 0 
RAST 4169 420 141 170 69 92 7 6,72% 10 
BASys 4491 758 149 518 66 91 12 10,46% 14 

T = Número total de Coding DNA Sequences (CDS); N = Número de CDSs novas (em relação à 693 

referência); F = Número de CDSs faltantes (em relação à referência); E = Número de CDSs 694 

exclusivas (em relação a todas anotações, incluindo a referência); NF = Número de CDSs novas com 695 

anotação funcional pelo BLAST2GO; FF = Número de CDSs faltantes com anotação funcional pelo 696 

BLAST2GO; EF = Número de CDSs exclusivas com anotação funcional pelo BLAST2GO. 697 

 698 

 699 
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 700 

 701 

Tabela 4. Comparação da anotação original (referência) disponível no Genbank com os resultados 702 

obtidos pelas ferramentas Genix, RAST e BASys para o genoma de E. coli cepa K12. 703 

Programa 
CDS 

Discrepância Antifam 
T N F E NF FF EF 

Referência 4319 0 0 0 0 0 55 0,00% 1 
Genix 4116 85 144 38 87 125 7 2,66% 0 
RAST 4241 266 172 214 48 137 9 5,00% 6 
BASys 3906 29 221 2 88 159 2 2,95% 2 

T = Número total de Coding DNA Sequences (CDS); N = Número de CDSs novas (em relação à 704 

referência); F = Número de CDSs faltantes (em relação à referência); E = Número de CDSs 705 

exclusivas (em relação a todas anotações, incluindo a referência); NF = Número de CDSs novas com 706 

anotação funcional pelo BLAST2GO; FF = Número de CDSs faltantes com anotação funcional pelo 707 

BLAST2GO; EF = Número de CDSs exclusivas com anotação funcional pelo BLAST2GO. 708 

 709 

Tabela 5. Comparação da anotação original (referência) disponível no Genbank com os resultados 710 

obtidos pelas ferramentas Genix, RAST e BASys para o genoma de L. interrogans cepa Fiocruz L1-711 

130 (Cromossomo I). 712 

Programa 
CDS 

Discrepância Antifam 
T N F E NF FF EF 

Referência 3394 0 0 0 0 0 3 0,00% 111 
Genix 3137 171 214 34 29 5 2 5,71% 0 
RAST 4253 1037 89 572 30 10 2 14,55% 459 
BASys 3992 946 174 492 30 8 1 14,81% 272 

T = Número total de Coding DNA Sequences (CDS); N = Número de CDSs novas (em relação à 713 

referência); F = Número de CDSs faltantes (em relação à referência); E = Número de CDSs 714 

exclusivas (em relação a todas anotações, incluindo a referência); NF = Número de CDSs novas com 715 

anotação funcional pelo BLAST2GO; FF = Número de CDSs faltantes com anotação funcional pelo 716 

BLAST2GO; EF = Número de CDSs exclusivas com anotação funcional pelo BLAST2GO. 717 

 718 

Tabela 6. Comparação da anotação original (referência) disponível no Genbank com os resultados 719 

obtidos pelas ferramentas Genix, RAST e BASys para o genoma de L. monocytogenese cepa EGD-e. 720 

Programa 
CDS 

Discrepância Antifam 
T N F E NF FF EF 

Referência 2855 0 0 0 0 0 4 0,00% 6 
Genix 2838 31 24 16 3 13 0 0,96% 0 
RAST 2884 63 17 48 3 5 0 1,39% 5 
BASs 1417 2 720 0 3 70 0 14,46% 5 

T = Número total de Coding DNA Sequences (CDS); N = Número de CDSs novas (em relação à 721 

referência); F = Número de CDSs faltantes (em relação à referência); E = Número de CDSs 722 

exclusivas (em relação a todas anotações, incluindo a referência); N.F = Número de CDSs novas com 723 

anotação funcional pelo BLAST2GO; FF = Número de CDSs faltantes com anotação funcional pelo 724 

BLAST2GO; EF = Número de CDSs exclusivas com anotação funcional pelo BLAST2GO. 725 
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6 DISCUSSÃO 727 

 728 

A ferramenta Genix foi desenvolvida de forma a ser de fácil utilização e, ao mesmo 729 

tempo, apresentar resultados mais completos e acurados em relação as atuais 730 

pipelines de anotação online de genomas procarióticos. Quanto à sua 731 

implementação e interface de uso, o Genix usa uma modelo webserver, de forma 732 

similar aos programas RAST (Aziz et al., 2008), BASys (Van Domselaar et al., 2005) 733 

e xBASE (Chaudhuri & Pallen, 2006). Em sua página é possível a realização do 734 

registro de usuário, submissão de genoma, acompanhamento do status do processo 735 

de anotação, recuperação dos resultados e visualização da anotação geração 736 

através da ferramenta JBrowse. Por utilizar uma pipeline própria para a geração do 737 

banco de dados de proteínas para o processo de anotação, combinada à uma etapa 738 

de remoção de redundâncias (que pode ser realizada pelo CD-HIT ou pelo 739 

USEARCH), é espero um ganho de performance substancial em relação ao use de 740 

bancos de dados genéricos, como o Uniprot-Swissprot, Uniprot-trEMBL e Genbank.  741 

A interação de ferramentas de para predição de ncRNAs é outro diferencial, uma vez 742 

que ferramentas como RAST (Aziz et al., 2008) e BASys (Van Domselaar et al., 743 

2005) oferecem poucos recursos para identificação destas famílias de RNA 744 

estruturais, limitando seus resultados aos RNAs transportadores e RNA 745 

ribossômicos. Ferramentas de anotação de uso local, como Prokka (Seemann, 746 

2014) e Eugene-PP (Sallet et al., 2014) também oferecem suporte à uma anotação 747 

mais acurada destes RNAs, mas a necessidade de configuração, a necessidade de 748 

serem executados em sistemas operacionais Linux / UNIX-Like e a interface por 749 

linha de comando pode ser um entrave para usuários com menor experiência em 750 

bioinformática.  751 

Na análise comparativa dos resultados obtidos para os quatro genomas de 752 

referência, o Genix apresentou, em todos os casos, o menor valor de discrepância, 753 

indicando uma anotação mais fidedigna em relação às outras ferramentas de 754 

anotação. Além disso, para os genomas de M. tuberculosis, E. coli e L. interrogans, 755 

a ferramenta obteve o menor número de faltantes funcionais, indicando uma menor 756 

perda de genes que possuem de fato uma função biológica definida ou ao menos 757 

predita. Mesmo em genomas de referência, anotados e curados manualmente, um 758 
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grande número de genes identificados é classificado como codificante para 759 

proteínas hipotéticas. No genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa 760 

Fiocruz L1-130, por exemplo, mais de 40% da anotação original é composta por 761 

proteínas hipotéticas, o que tornou necessário o uso de ferramentas de anotação 762 

funcional para verificar o quão relevante são os genes faltantes e novos nas 763 

diferentes anotações. Para este genoma, BASys e RAST apresentaram uma 764 

discrepância maior que 14%, enquanto o Genix apresentou 5,71 %. A ferramenta 765 

BASys também apresentou uma alta discrepância para o genoma de M. 766 

tuberculosis, com um valor de 10,46 %. 767 

 768 

De fato, o grande número de proteínas hipotéticas no genoma de L. interrogans 769 

também justifica, ao menos em parte, o grande número de proteínas spurious 770 

identificadas na própria anotação de referência. Na análise realizada pelo Antifam 771 

para os diferentes genomas, todas as anotações (incluindo as de referência), 772 

apresentaram hits no banco de dados. Destas, a ferramenta que apresentou o maior 773 

número de hits foi o RAST, quando anotando o genoma L. interrogans, onde foram 774 

encontrados 459 spurious ORFs em um total de 4253, o que representa ~10,8% da 775 

anotação sendo constituída por proteínas erroneamente identificadas. Para este 776 

mesmo genoma, a própria anotação de referência apresentou 111 hits.  777 

 778 

Na estrutura de sua pipeline, um dos principais diferenciais do Genix em relação às 779 

demais ferramentas é o uso do Prodigal (Hyatt et al., 2010) ao invés GLIMMER 780 

(Delcher et al., 1999), que é usado como padrão pelo BASys (Van Domselaar et al., 781 

2005)  e como opcional pelo RAST (Aziz et al., 2008), como programa de gene 782 

finding. Como demonstrado por Hyatt et al, o Prodigal não só apresenta uma maior 783 

acurácia na identificação sítios de ligação ao ribossomo (RBS – Ribosome Binding 784 

Site), como também na identificação correta do códon de iniciação, em relação as 785 

ferramentas Genemark (Borodovsky et al., 2003) e GLIMMER (Delcher et al., 1999). 786 

Além disso, a integração dos dados realizada ao final a anotação, onde são 787 

removidas CDSs que estão sobrepostas a genes de ncRNAs e outras features 788 

identificadas pelo INFERNAL, e a própria integração do Antifam como ferramenta de 789 

filtragem, contribuem para uma anotação mais acurada.  790 
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Como perspectivas futuras para o aprimoramento da presente ferramenta, inclui-se a 791 

integração de novos programas para caracterização das proteínas preditas, o que 792 

inclui o uso da ferramenta Interproscan, para anotação estrutural de proteínas, 793 

através de sua Application Programming Interface (API) online, e dos bancos de 794 

dados do Pfam e SMART, que podem ser acessados localmente através de arquivos 795 

de HMMs. A integração de programas para anotação funcional, como o BLAST2GO 796 

(Conesa et al., 2005) e BLANNOTATOR (Kankainen et al., 2012), capazes de 797 

atribuir códigos do Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000; Harris et al., 2004), 798 

para diferentes níveis funcionais, como processos biológicos e compartimentos 799 

celulares, e de ferramentas para reconstrução de rotas metabólicas, como KAAS 800 

(Moriya et al., 2007), Minpaths (Ye & Doak, 2009) e PathPred (Moriya et al., 2010), 801 

também poderão auxiliar no aprimoramento dos resultados obtidos pela anotação. 802 

Por fim, futuramente, também é pretendido o desenvolvimento de uma versão de 803 

uso local da ferramenta, por linha de comando, e uma API para submissão de 804 

genomas em batch. 805 
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6 CONCLUSÃO 806 

 807 

 A implementação da pipeline de anotação do Genix integra as ferramentas 808 

USEARCH, BLAST, Prodigal, tRNAscan-SE, RNAmmer, ARAGORN, 809 

INFERNAL e HMMER, e os bancos de dados Uniprot, Antifam e Rfam. 810 

 811 

 O back-end do Genix é executado em um servidor Apache HTTP, utiliza um 812 

banco de dados MySQL, e é gerenciado por scripts escritos em linguagem 813 

Python. 814 

 815 

 A interação do usuário com a ferramenta é realizada através de um front-end 816 

desenvolvido em HTML/Javascript/CSS. A interface de uso integra o genome 817 

browser Jbrowse, possibilitando a visualização da anotação gerada no próprio 818 

navegador. 819 

 820 

 O Genix é capaz de gerar uma anotação mais próxima das anotações de 821 

referência, com uma menor perda de dados relevantes.   822 
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8 ANEXOS 1262 

 1263 

Anexo A – Registro do Genix protocolado no Instituto Nacional de Propriedade 1264 

Industrial 1265 

 1266 

Figura 7. Registro protocolado dia 11 de novembro de 2015. Código do protocolo: 1267 

BR5120150013114 1268 
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Anexo B -  Relação de genomas anotados pelo Genix já disponíveis no 1269 

Genbank 1270 

 1271 

Organismo Código de Acesso Referência 

Leptospira kirschneri str. 61H JSVJ00000000 Manuscrito sendo revisado 
Leptospira santarosai str. U160 LAYP00000000 (Kremer et al., 2015) 
Leptospira santarosai str. U164 LAZM00000000 (Kremer et al., 2015) 
Leptospira santarosai str. U233 LAZN00000000 (Kremer et al., 2015) 
Leptospira interrogans str. Aceguá LCZF00000000 Manuscrito sendo revisado 
Leptospira interrogans str. Preá LJBO00000000 Manuscrito sendo revisado 
Leptospira interrogans str. RCA LJBP00000000 Manuscrito sendo revisado 
Leptospira interrogans str. Capivara LJBQ00000000 Manuscrito sendo revisado 
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