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Resumo

KREMER, Frederico Schmitt. Genix: Desenvolvimento de uma nova pipeline
automatizada para anotacdo de genomas microbianos. 2015. Dissertacéo
(Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacédo em Biotecnologia. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

O advento do sequenciamento de DNA de nova geragdo (NGS) reduziu
significativamente o custo dos projetos de sequenciamento de genomas. Quanto
mais facil é de obter novos dados gendmicos, mais acuradas deve ser a etapa de
anotacdo, de forma a se reduzir a perda de informacdes relevantes e efetuar o
acumulo de erros que possam afetar a acuracia das andlises posteriores. No caso
dos genomas bacterianos, um grande numero de programas para anotacao ja foi
desenvolvido, entretanto, muitos destes softwares ndo incorporaram etapas para
otimizar os seus resultados, como filtragem de proteinas falso-positivas/spurious e a
anotacdo mais completa de RNA n&o-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 intencdo de
aumentar a afetividade dos resultados de anotacdo. Para avaliar a acuracia da
presente ferramenta, foram usados como modelo de estudo os genomas de
referéncia 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 as anotagdes originais e as obtidas
pelas ferramentas de anotacdo RAST e BASys, considerando genes novos, faltantes
e exclusivos, informacgfes de anotacdo funcional e predicdes de ORFs spurious. De
forma a se quantificar o grau de acuracia, uma nova métrica, denominada
discrepancia de anotacao foi também proposta. Na andlise comparativa o Genix
apresentou para todos 0os genomas 0 menor valor de discrepéancia, 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 proteinas spurious nas anotacdes geradas pelos demais programas, e,
em menor numero, nas anotacbes de referéncia, indicando que a utilizacdo do
Antifam permite um melhor controle do nimero de genes falso positivos. A partir dos
testes realizados, foi possivel demonstrar que o Genix € capaz de gerar anotacéo
com boa acuracia (baixo discrepancia), menor perda de genes relevantes
(funcionais) e menor nimero de genes falso positivos.

Palavras-Chave: Bioinformatica, NGS, Servidor Web, Genbmica Microbiana, LAMP



Abstract

KREMER, Frederico Schmitt. Genix: Development of a new automated pipeline
for microbial genome annotation. 2015. Dissertagédo (Mestrado) — Programa de
Pos-Graduacao 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 BASYys,
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 INTRODUCAO GERAL

O advento das plataformas de sequenciamento de DNA de nova geracédo, também
denominadas Next Generation Sequecing (NGS), resultou em uma drastica reducao
do custo necessario para a obtencdo de sequencias gendémicas e transcriptbmicas.
Por sua vez, esta reducdo acarretou em uma grande redugdo no tempo necessario
para o sequenciamento de novos genomas, levando a um crescimento expressivo
no volume de informacéo disponivel em banco de dados publicos, como o Genbank

e 0 Uniprot.

Apds o sequenciamento, milhdes de sequencias de DNA sdéo identificadas, que
correspondem a fragmentos aleatérios que sdo processados pelos sequenciadores
simultaneamente. O tamanho de fragmento lido varia de acordo com a plataforma,
mas normalmente fica entre 30 e 700 pares de base. Com base nas sequencias
destes fragmentos, programas de montagem reconstroem, ao menos parcialmente,

a(s) sequéncia(s) do(s) cromossomos(s) do organismo de interesse.

Com base na sequéncia do genoma é€ realizada a identificacdo dos genes e demais
regides funcionais (features). Neste processo, denominado anotacdo, diferentes
programas sao executados para se realizar a caracterizacdo de regides codificantes,
genes responsaveis para RNAs estruturais, identificacdo de regides repetitivas,
dentre outras analises. Ao final, os dados de cada programa sé&o integrados e as
diferentes estruturas funcionais identificadas s&o representadas ao longo da

sequéncia do genoma.

O processo de anotacdo é trabalhoso e pode envolver um grande numero de
analises, sendo por conta disso, em muitos casos executados através de
ferramentas automatizadas denominadas pipelines, e pode ser de uso local, quando
executadas na maquina do usuario, ou de uso web, quando executadas por um
servidor remoto. As pipelines de uso local costumam apresentar uma maior
versatilidade e permitir uma melhor configuracdo dos diferentes parametros do
processo, mas também costumam exigir maiores conhecimento de informatica por
parte do usuario, sendo executaveis, em sua maioria, unicamente em sistemas

operacfes UNIX. Ja as ferramentas de uso web costumam ser de uso mais
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facilitado, mas tem resultados menos completos e uma menor possibilidade de

customizacgéo.

O sequenciamento de genomas de microbianos, sobretudo de organismos de
interesse industrial ou clinico, prové dados valiosos que pode ser utilizados como
bases para o desenvolvimento de uma grande variedade de estratégias
biotecnolégicas. No caso de microorganismos patogénicos por exemplo, a
disponibilidade de sequéncias gendmicas possibilita a utizacdo de técnicas de
vacinologia reversa para a identificacdo de novos alvos vacinais, prospeccao de
genes que possam ser utilizados para tipagem molecular, identificacdo de genes de
resisténcia a antibioticos, identificacdo de novos alvos terapéuticos, dentre outras

abordagens.

A facilidade para a obtencdo de sequencias de novos genomas torna necessaria a
disponibilidade de ferramentas de anotacéo de facil utilizacdo e que sejam capazes
de gerar resultados completos e com boa acuracia. No presente trabalho é
apresentado o desenvolvimento do Genix, uma nova ferramenta de anotacdo de
genomas microbianos. Com base nos testes realizados através da comparacdo com
outras ferramentas, foi demonstrado que o Genix é capaz de gerar anotacdes mais
préxima das anotacBes de referéncia quando comparado as ferramentas RAST e
BASys, reduzindo o numero de proteinas falso-positivas e falso-negativas, bem
como uma descricdo mais detalhada dos RNA néo codificantes (ncRNAS) presentes

no genoma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA consiste na identificagdo da sequéncia de nucleotideos
presentes em um ou mais fragmentos de interesse. As primeiras técnicas de
sequenciamento de nucleotideos foram desenvolvidas pouco mais de uma década
apos a descoberta da estrutura de dupla hélice do DNA por Watson & Crick (Watson
& Crick, 1953), e consistiam na utilizagcdo de RNAses base especificas para a
caracterizacdo da sequéncia de RNA transportadores purificados (Holley et al.,
1965).

Em 1977, duas técnicas de sequenciamento de DNA foram descritas, de forma
independente por Maxam & Gilbert (Maxam & Gilbert, 1977) e Sanger et al (Sanger
et al.,, 1977). Apesar de utilizarem uma um conjunto de rea¢Bes quimicas distintas,
ambas resultavam na formagdo de um conjunto de fragmentos que poderiam ser
separados através de eletroforese em gel. A determinacdo da sequéncia consistia
na analise dos padrdes de banda formados nas diferentes reacdes (Hutchison,
2007). Destas duas técnicas, a desenvolvida por Sanger et al acabou por se tornar o
padrdao para sequenciamento de DNA, sendo posteriormente otimizada com 0 uso
de fluoréforos (permitindo a reducdo no nimero de reacao de quatro para uma), e
substituicdo da eletroforese em gel para eletroforese capilar, o que levou ao

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

Os sequenciadores de DNA baseados no método de Sanger foram extensivamente
utilizados para o sequenciamento dos primeiros genomas modelo, como
Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995), Mycoplasma pneumoniae
(Himmelreich et al., 1996), Escherichia coli (Blattner et al., 1997), Caenorhabditis
elegans (C. elegans Sequencing Consortium, 1998), Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000), Homo sapiens (Lander et al., 2001; Venter et
al., 2001), Oryza sativa (Goff et al., 2002), Mus musculus (Waterston et al., 2002),

dentre outros.

Em relagdo ao tamanho de um genoma, que pode variar de alguns milhdes de bases

no caso de bactérias, para alguns bilhdes no caso de eucariotos, o tamanho e
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namero de fragmentos sequenciados, denominado throughput, nestes
equipamentos, assim como o custo referente a cada base sequenciada, levou a
necessidade da formacdo de consorcios entre diferentes institutos de pesquisa
(Pareek et al., 2011).

A crescente demanda por um maior throughput com menor custo, levou ao
surgimento de novas metodologias de sequenciamento de DNA. No ano de 2004, a
empresa Roche (www.roche.com/) lancou o primeiro sequenciador da linha 454,
baseada na técnica de piro-sequenciamento (Ronaghi, 1998), uma abordagem
paralela de alto-rendimento (high throughput) capaz de sequenciar milhares de
fragmentos em uma Unica reacdo (Shendure & Ji, 2008). Posteriormente, outras
empresas também desenvolveram suas proprias tecnologias proprietarias,
resultando no langamento das plataformas lllumina Solexa (www.illumina.com/), ABI
SOLID (www.appliedbiosystems.com/), lon Torrent PGM (www.thermofisher.com/) e
Helicos Heliscope (www.helicosbio.com/) (Liu et al., 2012). Esta segunda fase do
sequenciamento de DNA, caracterizada pelo alto rendimento, baixo custo (em
relacdo as técnicas anteriores) e grande variedade de plataformas disponiveis, foi
entdo inicialmente denominada sequenciamento de nova geracdo (do inglés Next
Generation Sequencing, ou NGS), e posteriormente de sequenciamento de segunda
geracdo (Second Generation Sequencing), devido ao surgimento das plataformas
PacBio SMRT (www.pach.com) e Oxford Nanopore (www.nanoporetech.com/), que
foram por sua vez, classificadas como a terceira geracdo de sequenciadores.
Entretanto, o termo NGS ainda é amplamente utilizada para se referir aos

sequenciadores de segunda e terceira geracao.

A disponibilidade de plataformas de sequenciamento capazes de gerar um grande
volume de dados levou a um aumento expressivo no nimero de sequencias em
bancos de dados publicos (Shendure & Ji, 2008), como o Genbank (Benson et al.,
2005) e o Uniprot (Apweiler et al., 2004).
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2.2 Sequenciamento e Montagem de Genomas

O sequenciamento de um genoma resulta na identificacdo da sequéncia de um
grande numero de fragmentos de DNA, uma vez que nenhuma técnica € capaz de
sequenciar um genoma, mesmo que bacteriano, por completo. Desta forma, mesmo
nas plataformas de sequenciamento de nova geracao, € necessario que o genoma
seja fragmentado, o que pode ser realizado através de métodos fisicos ou
enzimaticos. O tamanho recomendado para os fragmentos depende da plataforma

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

Apés o0 sequenciamento, as sequencias identificadas para os fragmentos,
denominadas “leituras” (reads), sdo sobrepostos de maneira que se reconstruir, ao
menos parcialmente, a sequéncia original do genoma de interesse (Edwards & Holt,
2013). Este processo é denominado montagem, e requer que exista sobreposicao
entre os fragmentos para que possam ser construidas contigs. Por definicdo, uma
contig € uma sequéncia ininterrupta (“contigua”) resultado da jungao de dois ou mais
fragmentos, podendo conter também bases ndo identificadas, comumente

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

A montagem de novo de genomas sequenciados por tecnologias de segunda e
terceira geracdo € computacionalmente mais complexa se comparada a montagem
de genomas sequenciados pelo método de Sanger, sobretudo devido ao maior
volume de dados a ser tratado e o tamanho menor de leitura (Baker, 2012). Para
tornar viavel a montagem de genomas sequenciados por estas novas tecnologias,
novos algoritmos, como grafos de overlap-layout consensus (OLC), grafos de Bruijn
(DBG) (Compeau et al., 2011; Pevzner et al., 2001) e grafos de strings (SG) (Myers,
2005) foram desenvolvidos, sendo implementados em ferramentas como Newbler
(www.roche.com), Edena (Hernandez et al., 2008) e MIRA (www.chevreux.org)
(OLC), Velvet (Zerbino & Birney, 2008), Ray (Boisvert et al., 2010), SOAPdenovo
(Luo et al., 2012), ABySS (Simpson et al., 2009) e SPAdes (Bankevich et al., 2012),
e SGA (Simpson & Durbin, 2012) (SG).

Por conta das limitacdes impostas pelo grande nimero de reads de tamanho curto
(Alkan et al., 2010), os resultados de uma montagem de novo raramente representa

uma montagem finalizada. A dificuldade de se resolver regides repetitivas sem o uso
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de etapas de sequenciamento complementar para o fechamento de gaps, resultou
no crescimento no numero de genomas depositados na forma de “rascunhos” (draft),
gue em muitos casos sao suficientes para grande parte das andlises de interesse,
mas impossibilitam certos estudos de gendmica comparativa e estrutural (Mardis et
al., 2002; Ricker et al., 2012). Para reduzir a fragmentacdo das montagens de novo,
diferentes metodologias foram desenvolvidas, como a integracdo de diferentes
montagens (Lin & Liao, 2013; Nijkamp et al., 2010; Sommer et al., 2007; Yao et al.,
2012; Zimin et al., 2008), ordenamento de contigs/scaffolds com base em um
genoma de referéncia (Assefa et al., 2009; Dias et al., 2012; Galardini et al., 2011,
Lu et al., 2014; Rissman et al., 2009), fechamento in silico de gaps (Boetzer &
Pirovano, 2012; Luo et al., 2012; Piro et al., 2014; Tsai et al., 2010) e correcéo de
erros de montagem (Otto et al., 2010; Ronen et al., 2012).

2.3 Anotacédo de Genes e Genomas

A anotacdo de um genoma consiste na identificagcdo e caracterizacdo das regioes
funcionais, denominadas features, que estdo presentes em sua sequéncia, 0 que
pode incluir genes, promotores, terminadores, regides de DNA repetitivo, operons,
dentre outras (Edwards & Holt, 2013). A identificacdo das features pode ser
realizada através do uso de dados experimentais, como alinhamento de sequencias
de transcritos (ex: RNA-Seq, Expressed Sequence Tags) ou proteinas, ou com base
em ferramentas de predicdo ab initio (Yandell & Ence, 2012). Cada uma destas
possiveis fontes de informacdo, seja experimental ou ab initio, € denominada
evidéncia, e também é possivel se combinar diferentes evidéncias para a geracao
de uma anotacdo consenso (Haas et al., 2008). No caso de genomas eucarioticos,
por exemplo, devido a complexidade da estrutura génica, e a existéncia de
fenbmenos como o splicing alternativo, torna necessaria a combinacao de diferentes
dados experimentais para a geracdo de uma anotacao confiavel. Por outro lado, a
estrutura relativamente simples dos genes de procariotos permite que estes sejam

identificados com boa acuracia, unicamente através de ferramentas ab initio .
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2.3.1 Identificagcdo de regides codificantes (CDS, Coding DNA sequences)

As ferramentas ab initio para predicdo de genes codificantes em procariotos, como
GLIMMER (Delcher et al., 1999), Genemark.hmm (Borodovsky et al., 2003),
FGenesB (http://www.softberry.com/) e Prodigal (Hyatt et al., 2010), utilizam modelos
de estruturas de genes procarioticos para a realizacdo das suas predi¢cdes. No caso
do GLIMMER e do Genemark.hmm, as estruturas sédo descritas na forma de
modelos ocultos de Markov (HMM, Hidden Markov Model) (Durbin et al., 1998),
sendo a identificacdo de novos genes dependente do uso de um modelo j&
construido ou gerado por auto-treinamendo do algoritmo. J& o Prodigal utiliza um
algoritmo de computacdo dinamica baseado na ocorréncia de motifs de RBS,
conteudo C+G e tamanho da Open Reading Frame (ORF) para identificar as regides

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

Apoés a identificacdo, as ORFs podem ser comparadas com bancos de dados de
genes, proteinas e dominios para a identificacdo de seus respectivos produtos.
Ferramentas como BLAST (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009), BLAT (Kent,
2002), USEARCH (Edgar, 2010) e HMMER (Eddy, 2011) podem ser usadas para se
alinhar as regides de interesse contra bancos de dados com Genbank (Benson et
al., 2005), Uniprot (Apweiler et al., 2004) e Pfam (Finn et al., 2014) para se verificar
se a regido identificada possui similaridade com alguma proteina previamente
caracterizada e identificar sua possivel funcdo. Além disso, é também possivel se
utilizar estas ferramentas para se remover possiveis erros no processo de predicdo
de genes. Neste caso, ORFs falso positivas, denominadas, spurious ORFs, podem
ser identificadas através da comparacdo com bancos de dados especificos, como o
Antifam (Eberhardt et al., 2012).

2.3.2 Identificacdo de RNAs néo codificantes

Da mesma forma que genes que codificam para proteinas, genes de diferentes
classes de RNAs néo-codificantes (ncRNAS) (Ex: rRNAs, tRNAs, tmRNAs, miRNAS)
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podem ser identificadas através ferramentas especificas de predicédo (Stadler, 2014).
Abordagens mais simplificadas de identificacdo, como através de ferramentas de
alinhamento local como o BLAST, permitem uma identificacdo rapida, mas
desconsidera muitos aspectos estruturais, o que pode levar a um grande nimero de
falto positivos (Lowe & Eddy, 1997). Desta forma, modelos probabilisticos, como
HMMs, e preferencialmente baseados em estrutura secundéria, como modelos de
covariancia (CM, Covariance Models), sdo preferidos para a identificagcdo destes
RNAs.

2.3.2.1 RNAmmer

A ferramenta RNAmmer utiliza como base o HMMER (Eddy, 2011), baseado em
modelos ocultos de Markov, para a identificacdo de unidades de RNA ribossémico
(rRNAs) de bactérias, archeas e eucariotos (Lagesen et al., 2007). Neste caso, ndo
sdo considerados aspectos estruturais devido a alta conservacdo deste grupo de

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

2.3.2.2 tRNAscan-SE e Aragorn

Os programas preditores de RNAs transportadores (tRNAs) tRNAscan-SE e Aragorn
utilizam como base diferentes algoritmos. O tRNAscan-SE usam um modelo
probabilistico denominado Covariance Model (CM), similar ao modelo oculto de
Markov (HMM), mas que também considera a variagdo simultaneas entre diferentes
posicdes para a estimativa de estruturas secundarias (Lowe & Eddy, 1997). Ja o
Aragorn usa como base uma simulacdo de estrutura secundaria das regides de loop
do tRNAs para determinar se identificar na sequéncia sub-regibes que sejam
compativeis estruturalmente com esta classe de ncRNAs. Além de tRNAs, o Aragorn
também realiza a busca de RNAs transportadores-mensageiros (tmRNAs), que
consistem em RNA transportadores que possuem uma regido de leitura aberta

responsavel pela sintese de um pequeno peptideo de sinalizacao (Laslett, 2004).
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2.3.2.3 INFERNAL e Rfam

O INFERNAL (Nawrocki et al., 2009) € um pacote de ferramentas de alinhamento
baseada em modelos de covariancia. Um de seus programas, o cmsearch, permite
que um conjunto de sequéncia seja comparado a um banco de dados de CMs para a
identificacdo de regibes similares aos modelos, de forma analoga ao BLAST
(Altschul et al., 1990) e ao HMMER (Eddy, 2011). Para a anotagdo de ncRNAs em
um genoma, é possivel se utilizar esta ferramenta em conjunto com o Rfam, um
banco de dados para estruturas de RNAs (Griffiths-Jones et al., 2003). Entretanto, a
busca através de CMs do INFERNAL é consideravelmente lenta se comparada ao
BLAST, o que levou ao desenvolvimento de abordagens hibridas para reduzir o
tempo necessério para a anotacdo, como a implementada na ferramenta

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

2.3.3 Anotacéao estrutural

A identificacdo de regides funcionais, também denominados motifs ou dominios, em
um determinado genes ou proteina € denominada anotacéo estrutural. No caso de
proteinas, ferramentas como SignalP (peptideos sinais) (Petersen et al., 2011),
TMHMM (hélices transmembranicas) (Krogh et al., 2001), Interproscan (dominios)
(Zdobnov & Apweiler, 2001), e bancos de dados de regides conservadas como
Pfam (Finn et al., 2014), PRODOM (Servant et al., 2002) e SMART (Letunic et al.,

2012), podem ser usados para uma melhor caracterizacao estrutural.

2.3.4 Anotacéo funcional

E possivel se estender as informagées referentes & um determinado gene através da
identificacdo das funcdes e processos bioldgicos associados a ele. Bancos de dados
como Clusters of Orthologous Groups (COG) (Tatusov et al., 2000) e o Gene
Ontology (GO) (Tatusov et al., 2000), organizam em estruturas hierarquicas estas

funcdes, e usam um conjunto limitado e curado de termos para a identificacao de
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cada funcdo e processo biolégico. Além disso, algumas ferramentas como o
BLAST2GO, permitem que a funcdo de uma determinada proteina seja predita
através da comparacao dos seus resultados de BLAST contra um banco de dados

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

Além da determinacado da funcdo de uma proteina, é possivel também se reconstruir
rotas metabdlicas através das funcdes preditas para cada proteina do genoma.
Ferramentas como KAAS (Moriya et al.,, 2007), MinPaths (Ye & Doak, 2009) e
PathPred (Moriya et al., 2010) utilizam bancos de dados como o KEGG Pathways
(Kanehisa & Goto, 2000) e o SEED (Overbeek et al.,, 2014) como base para a

identificacdo de proteinas ortologas relacionadas a rotas ja elucidadas.

2.3.5 Anotacdo Automaética

Como a anotacdo de um genoma pode envolver um grande conjunto de ferramentas
e a integracdo de dados de diferentes fontes, sua realizagao de forma “manual” (ndo
automatizada) tornaria 0 processo exaustivo e sujeito a falhas. Sendo assim,
diversas ferramentas foram desenvolvidas para automatizar, ao menos

parcialmente, a execuc¢ao e integracao dos resultados de cada ferramenta.

Para anotacdo de genomas bacterianos as ferramentas podem ser classificadas em
webserver, como o RAST (Aziz et al., 2008), xBASE (Chaudhuri & Pallen, 2006),
BASys (Van Domselaar et al., 2005) e o NCBI Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/), e as ferramentas de
uso local, como o Prokka (Seemann, 2014), Eugene-PP (Sallet et al., 2014), Maker
(Cantarel et al., 2008) e o BG7 (Pareja-Tobes et al.,, 2012). Os webserver de
anotacdo possuem como principal vantagem a facil utilizacdo, mesmo por usuarios
com pouca experiéncia com anotacdo de genomas e bioinformatica, mas costumam
oferecer pouca flexibilidade quanto a customizacdo de seus parametros. Ja as
ferramentas de uso local, exigem um maior conhecimento técnico por serem
executadas, em sua maioria, através de linhas de comandos e serem restritas a
sistemas Linux / UNIX-Like / POSIX.
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2.3.5.1 RAST

A ferramenta de anotacdo RAST (Aziz et al., 2008) utiliza como base para a sua
anotacdo o banco de dados de proteinas do SEED (Overbeek et al., 2014) e possui
uma ferramenta propria para identificacdo de regides codificantes, apesar de
também poder usar o GLIMMER (Delcher et al., 1999) para gene finding. Além de
genes codificantes, o RAST também identifica RNAs ribossomais e transportadores
através de alinhamento de sequéncias, apesar de ndo realizar a busca de outras
familias de ncRNAs. Um exemplo de anotagcdo do genoma de um isolado de
Leptospira interrogans, contendo informacgdes de rotas metabdlicas preditas a partir
do SEED esta representado na Figura 1. Exemplo de anotacdo do realizada pelo

RAST para um genoma de Leptospira int

The SEED Viewer

‘Welcome to the SEED Viewer - a read-only browser of the curated SEED data.
For more information about The SEED please visit theSEED.org.

Organism Overview for leptospira interrogans 1212 (6666666.115478)

Genome leptospira interrogans 1212 For each genome we offer a wide set of information to browse, compare and download.
Domain Bacteria
Browse | Compare | Download | Annotate
Taxonomy Bacteriz; leptospira interrogans 1212 m“se‘ | | n |
Neighbors View closest neighbars Browse through the festures of |eptospira
N 7,866,364, [ b interrogans 1212 bath graphically and through a
Size and G+C r4bb,30%, 1 hp table. Both allow quick navigation and filtering for
Number of Contigs (with PEGs) 110 features of your interest. Each festure is linked to
its own detail page.
Number of Subsystems 306
Number of Coding Sequences 9388 Click here to get to the Genome Browser
Number of RNAs 82

Subsystem Information

Subsystem Statistics Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Feature Counts
@M Caofactars, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments [275)
@ M Cel Wall and Capsule [186)

@M Virulence, Disease and Defense (88)

@ W Potassium metabalism (265)

m W Photosynthesis (0}

@ Miscellaneous (35)

@M Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (2)
@ W Membrane Transport (50}

@ W Iron acquisition and metabolism (2)

@  RNA Metabolism [204)

@ W Muclessides and Nucleatides [95)

@ W Protein Metabolism [347)

= W Cell Division znd Cell Cycle (68)

@1 Matility and Chemotaxis (212)

@ W Regulation and Cell signaling (73]}

@ Secondary Metabolism (8)

@MW DNA Metabolism [132)

@M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (179)
@ W Mitrogen Metabalism [12)

@M Dormancy and Sporulation [6)

@ M Respiration (108}

@M Stress Response (125)

Metabalism of Aromatic Compounds (5}
@ Amino Acids and Derivatives [362)

@ Sulfur Metabelism [39)

@M Phesphaorus Metabalism (30)

= Pachohodeatos (30E1
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@

Figura 1. Exemplo de anotacdo do realizada pelo RAST para um genoma de Leptospira interrogans.
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2.5.5.2 BASys

O BASys (Van Domselaar et al., 2005) utiliza como base o Uniprot-Swissprot
(Apweiler et al., 2004), a porcao de proteinas curadas do Uniprot, como base para
anotacdo, também fazendo uso do GLIMMER (Delcher et al., 1999) para a
identificacdo das regifes codificantes. Apés identificar as proteinas, um conjunto de
scripts proprietarios € executado para a identificacdo de dominios, termos GO,
familias de proteinas, peptideo sinal, dentre outros qualifiers. A ferramenta também
possui um genome browser integrado denominado CGView que permite a
visualizacdo de genomas circulares e geracdo de graficos em diferentes formatos
(Stothard & Wishart, 2005).

2.5.5.3 XxBASE

A ferramenta xBASE (Chaudhuri & Pallen, 2006) também utiliza como base regides
codificantes identificadas pelo GLIMMER (Delcher et al., 1999) e realiza a anotacao
com base em um genoma de referéncia ja anotado. Para identificacdo de RNAs

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

2.5.5.4 Prokka

A ferramenta de anotacdo Prokka (Seemann, 2014), de uso local, utiliza como base
a predicdo de genes do Prodigal (Hyatt et al., 2010), um conjunto de bancos de
dados de proteinas derivado do Uniprot (Apweiler et al., 2004) e modelos de Markov
derivados do Pfam (Finn et al., 2014) e TIGRFAM (Haft, 2003). Para identificacdo de
NcRNAs, Aragorn (Laslett, 2004), INFERNAL (Nawrocki et al., 2009) e RNAmmer
(Lagesen et al., 2007) podem ser utilizados.
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2.5.5.5 Eugene-PP

A ferramenta Eugene-PP (Sallet et al., 2014), de forma similar ao Prokka (Seemann,
2014), utiliza o Prodigal (Hyatt et al., 2010) para a identificacdo de regides
codificantes, mas combina os resultados deste com dados de alinhamentos de
Proteinas, transcritos e modelos probabilisticos baseados em genes de genomas de
referéncia. Para a anotacdo de ncRNAs sdo usadas as ferramentas tRNAscan-SE
(Lowe and Eddy, 1997), rfam_scan.pl (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/databases/Rfam/) e
RNAmmer (Lagesen et al., 2007).

2.5.5.6 BG7

A pipeline de anotacéo BG7 (Pareja-Tobes et al., 2012) utiliza a ferramenta tBLASTn
do pacote NCBI-BLAST+ (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009), tanto para o
processo de gene finding, quando para a identificacdo das proteinas. Partindo-se de
um conjunto de proteinas de referéncia, o programa realiza e alinhamento e
processo 0s resultados para identificar possiveis quebras na fase de leitura
(frameshifts) naturais (mutacbes) e artificias (resultado de erros durante o

sequenciamento ou na identificacdo das bases).

2.6 Visualizacao de anotacdes

A anotacdo de um genoma pode ser visualizada com auxilio de ferramentas
denominadas genome browsers, como CGView (Stothard & Wishart, 2005), Artemis
(Rutherford et al., 2000), JBrowse (Skinner et al., 2009), GenomeView (Abeel et al.,
2012), que representam graficamente a organizagdo dos cromossomos (no caso de
genomas finalizados) e contigs/scaffolds (no caso de genomas rascunho), e
indicados as informacdes referentes a cada feature, possibilitando uma analise mais
acurada. Outras ferramentas, como Circos (Krzywinski et al., 2009), DNA Plotter
(Carver et al., 2009), BRING (Alikhan et al., 2011) também possibilitam uma melhor
customizacdo na forma com a qual a anotacéo é representada, permitindo a geracéo

de gréficos de alta qualidade para publicacdes cientificas. Além disso, ferramentas
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com o Artemis Comparison Tool (ACT) (Carver et al., 2005), integram as funcdes de
genome browsers com analise de sintenia, sendo util para analises de gendmica

comparativa.

2.7 Submisséao para bancos de dados publicos

Em muitos casos, como requisitos para publicacdo, artigos que relatam o
sequenciamento de novos genes ou genomas deve incluir os respectivos cédigos de
acesso em bancos de dados publicos, como Genbank e EMBL. A submissédo de
sequéncias para estes bancos de dados segue um conjunto de recomendacdes e
padrdes internacionais, o que inclui o nome que serd usado para as features e seus
respectivos qualificadores (qualifiers), como séo tratadas as regides de gaps, quais
informacdes foram usadas para a ligacdo das scaffolds, dentre outras (Pirovano et
al., 2015).

No caso de submissbes de genomas para o Genbank, o processo envolve o
cadastro da amostra no banco de dados BioSample, do projeto de sequenciamento,
no banco de dados BioProject (Barrett et al., 2012), a geracdo de um arquivo
genbank submission template (.sbt) com dados dos autores do projeto
(https://submit.ncbi.nim.nih.gov/genbank/template/submission/), a formatacdo do
arquivo contendo a anotacdo e as sequencias através do programa TBL2ASN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tbl2asn2/), e a submisséo do resultado deste,
um arquivo em formato .sqn, para o servidor do Genbank através do seu portal de

submissao (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

3 Sequenciamento de Genomas Microbianos

O sequenciamento de genomas de microorganismos, sobretudo aqueles de
interesse clinico ou industrial, € de grande relevancia para a pesquisa biolégica,
tanto basica quanto aplicada (Barbosa et al.,, 2014). No caso de bactérias
patogénicas, a analise do genoma possibilita o desenvolvimento de abordagens para

identificacdo de novos alvos vacinais (Sette & Rappuoli, 2010), genes de resisténcia
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a antibidticos (Koser et al., 2014), genes relacionados ao processo de patogénese
(Chen et al.,, 2012), marcadores para tipagem molecular e como o Multilocus
Sequence Typing (MLST) (Maiden et al., 1998), dentre outros padrdes moleculares.
Além disso, o sequenciamento do genoma de diferentes isolados e cepas de uma
mesma espécie ou género também fornece informacdes relevantes sobre a
variabilidade genética, adaptacdo e genes compartilhados (core genome) (Medini et
al., 2005). O processo de anotacdo do genoma € uma etapa mandatoéria para que
muitas destas analises possam ser realizadas, devendo fornecer um resultado

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

Devido a popularizacdo das plataformas de NGS, a necessidade por ferramentas de
anotacdo de facil utilizagdo, mesmo para pessoas com pouco experiéncia em
informatica, levou ao surgimento de plataformas web que realizam este processo de
forma automatizada. Entretanto, os resultados gerados por estas ferramentas em
muitos casos se mostram limitados quando comparados aos obtidos por ferramentas
de uso local, que por sua vez, costumam exigir um maior conhecimento técnico para

sua utilizacao.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

A integracao de preditores de ncRNA e o uso do preditor de genes Prodigal e do
banco de dados de proteinas spurious Antifam pode contribuir para a obtencéo de

uma anotacao mais completa e acurada de genomas microbianos.

3.2 Objetivo Geral

Desenvolver uma nova ferramenta de anotacdo de genomas microbianos, visando

uma anotagao mais completa e acurada.

3.3 Objetivos Especificos

e Implementar a pipeline de anotacdo em Python integrando programas para
predicdo de genes, busca em bancos de dados de sequéncias, predicdo de

NcRNAs e clusterizacdo de bancos de dados.

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

back-end desenvolvido em Python.

e Desenvolver uma interface para interacdo do usuério que inclua também um

genome browser para visualizacéo dos resultados da anotacéo.

e Aferir a acuracia da pipeline através da comparacdo dos seus resultados com
0s obtidos pelas ferramentas RAST e BASys para um conjunto de genomas

de referéncia.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenvolvimento

4.1.1 Visao geral do genix_server.py

O back-end do webserver foi construindo com scripts escritos em linguagem Python
(https:/lwww.python.org/) em que recebem os dados enviados pelo usuario a partir
do modulo CGl, que realiza o processamento dos formularios POST. As informagdes
passadas sé&o entdo inseridas em um banco de dados MySQL
(https://www.mysgl.com/), que é acessado pelos scripts através do maodulo
MySQLdb. O webserver foi configurado utilizando o Apache HTTP Server
(www.apache.org/) e roda em um servidor Linux Ubuntu 13.10
(http://www.ubuntu.com/).

Para a submissdo de um genoma para anotacao é necessario que o usuario realize
previamente um cadastro, que tem como objetivo um maior controle sobre 0 acesso
aos resultados de cada projeto. Apds cada submissdo um codigo de projeto

denominado “job_id” é gerado e retornado ao usuario.

O gerenciamento dos projetos de anotacao € realizado pelo script “genix_server.py”,
gue se conecta ao banco de dados e gerencia o processo de anotacdo, a construgao
do banco de dados de proteinas (através do script get_database.sh) e a passagem
dos parametros passados para 0 genix_annotation.py. Apenas um genoma €
anotado por vez, sendo o status do processo atualizado a cada etapa no banco de
dados de forma que o usuéario possa acompanhar o progresso do processo. A

estrutura da pipeline esta representada na Figura 2.
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489 Figura 2. Estrutura da pipeline de anotacao do Genix.
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493 4.1.2 Construcéo do banco de dados (get_database.sh)
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A construcdo do banco de dados é realizada pelo script get_database.sh, escrito em
linguagem Bash, que recebe quatro argumentos: tax_id, prefixo banco de dados de
saida, grau de identidade para clusterizacdo do dataset e 0 programa que sera
usado para a clusterizacéo, podendo ser escolhido o CD-HIT (Li & Godzik, 2006) ou
0 USEARCH (Edgar, 2010). O tax_id € um codigo de identificacdo padronizado
utilizado por diferentes bancos de dados publicos, como NCBI, EMBL e Uniprot,
abrangendo diferentes niveis taxonémicos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy).
O script utiliza este cédigo para recuperar um dataset “bruto” (raw dataset) de
sequéncias de proteinas a partir do Uniprot (Apweiler et al., 2004). Apos a geracao
deste primeiro dataset, a ferramenta de clusterizacédo € executada usando o grau de
identidade escolhida de forma a se gerar um arquivo FASTA com menor
redundancia. Por fim, os programas makeblastdb (Altschul et al., 1990; Camacho et
al.,, 2009) e usearch (com a opc¢do “makeudb ublast’) (Edgar, 2010) s&o
executadas para a formatacdo dos bancos de dados de proteina para a etapa de

anotacao que sera realizada posteriormente.

4.1.3 O script genix_annotation.py

O processo de anotacdo € realizado pelo script genix_annotation.py, que foi

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

O script inicialmente cria um banco de dados SQLite3 temporario mantido

diretamente na memoria RAM (in memory) (https://www.sglite.org/) para armazenar

os dados intermediarios de anotacdo. Apos isso o0 arquivo de entrada, em formato
FASTA, que contém as sequéncias de genoma de interesse, € indexado e as
regides de gap sao identificadas através de expressdes regulares. Cada sequéncia
recebe um cdédigo de identificacdo Unico (ID), sendo este usado como campo de
identificagdo em um novo arquivo FASTA que é gerado para as analises posteriores.
Este arquivo contém as sequéncias do arquivo original processadas de forma a se

substituir todas as bases ambiguas pela letra ‘N’.


https://www.sqlite.org/
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A identificacdo open reading frames (ORFs) é realizada através do software
Prodigal (Hyatt et al., 2010), sendo cada regido identificada pelo programa
comparada com o banco de dados de proteina gerado pelo get database.sh,
podendo ser usado para isso o BLASTx (Altschul et al., 1990) do pacote NCBI-
BLAST+ (Camacho et al., 2009) ou o0 modo UBLAST do USEARCH (Edgar, 2010).
As regides que apresentam similaridade com o banco de dados e que apresentam
um e-value menor que o threshold definido pelo usuéario sdo mantidas e comparadas
com o banco de dados de Hidden Markov Models (HMMs) do Antifam (Eberhardt et
al., 2012) com uso da ferramenta HMMER (Eddy, 2011). O Antifam consiste em um
banco de dados de spurious ORFs, sequéncias de DNA que sdo comumente
identificadas como possiveis regides codificantes por ferramentas de predicdo de
gene, mas que ndo verdade nao codificam para nenhuma proteina e podem estar
associadas a outras fungbBes biolégicas, como genes de RNAs estruturais ou
sequéncias de repeticdo em tandem. Caso a sequéncia ndo apresentem nenhum hit
no Antifam com e-value menor que o threshold, a sequéncia € indexada no banco de

dados como um Coding DNA Sequence (CDS).

Tabela 1. Opg¢bes (argumentos) aceitas pelo script genix_annotation.py

Opcéo Valor Mandatério
-i Caminho do arquivo FASTA de entrada Sim
-0 Caminho do diret6rio de saida Nao
-t Numero de threads Nao
-dbp Arquivo do banco de dados formatado Sim
-antie Threshold do e-value para o HMMER com o Antifam Nao
-blaste Threshold do e-value para o BLAST de proteinas N&o
-blastrnae Threshold do e-value para o BLAST de ncRNAs N&o
-infernale Threshold do e-value para o INFERNAL N&o
-sub Template de submisséo para o Genbank N&o
-mg Tamanho minimo de regido de “N”s para ser um gap N&o
-gc Tabela de codigo genético do Prodigal N&o
-sl Prefixo das scaffolds N&o
-It Prefixo das locus_tags N&o
-inst Nome do centro de sequenciamento N&o
-sp Programa de busca (BLAST ou UBLAST) N&ao
-source String com a source information (modelo NCBI) Néo
-gap Informacéo usada unir as scaffolds N&o

A predicdo dos RNAs transportadores (tRNAs), ribossémicos (rRNAs) e

transportadores-mensageiros (tmRNAs) é realizada com os programas tRNAscan-
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SE (Lowe & Eddy, 1997), RNAmmer (Lagesen et al., 2007) e Aragorn (Laslett,
2004), respectivamente. Outras classes de ncRNAs, assim como riboswitches, RNAs
relacionados a RNases, sequéncias de CRISPRs, dentre outras features associadas
a RNAs sado preditas a partir do banco de dados do Rfam (Griffiths-Jones et al.,
2003). Para isso, uma busca por BLASTn (Altschul et al., 1990; Camacho et al.,
2009) é realizada de forma a se identificar as familias de RNAs que possam estar
presentes no genoma, sendo posteriormente realizado uma busca complementar
destas com uso do pacote INFERNAL (Nawrocki et al., 2009). O uso do BLAST
seguido do INFERNAL se deve ao fato de que o primeiro apresenta uma alta
velocidade para o alinhamento, mas desconsidera aspectos estruturais e evolutivos,
0 que aumenta a chance de falso-positivos, enquanto o segundo apresenta uma
baixa velocidade, apesar de ter uma acuracia maior para identificacdo de estruturas
secundarias de RNAs. Uma abordagem similar € usada script rfam_scan.pl

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

Apoés a anotacdo das regides codificantes e ncRNAs é realizada a integracdo dos
dados. Nesta etapa, genes codificantes que apresentam ncRNAs sobrepostos sao
removidos, e as features sdo ordenadas nas sequéncias do genoma. O resultado da
anotacao é salvo em formato Genbank (GBK), Gene Finding Format (GFF) e Feature
Table (TBL). Caso o usuario envio um arquivo template de submissédo para o
Genbank (SBT), um arquivo em formato Sequin (SQN) é gerado a com a ferramenta

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

4.1.4 Front-end e apresentacédo dos resultados de anotacao

O front-end foi desenvolvido usando HTML, CSS3 e Javascript. Durante a
submissdo de um novo genoma, expressodes regulares séo utilizadas para verificar a
consisténcia de cada informacao digitada nos campos do formulario. Os resultados
da anotagcdo sao disponibilizados para download em uma pagina de projeto que
pode ser acessada se informando o job_id do projeto de interesse, e o login e senha
do usuéario que o submeteu. E possivel também visualizar a anotagdo no proprio

website através do genome browser Jbrowse (Skinner et al. 2009).
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4.2 Comparagdo com outras ferramentas

Para se avaliar a acuracia da anotacdo gerada pelo Genix foram realizadas
anotacdo para quatro genomas de referéncia (RefSeq): Escherichia coli cepa K12,
Leptospira interrogans cepa Fiocruz L1-130 (cromossomo ), Listeria
monocytogenese cepa EGD-e e Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv. A relacao
de cddigos de acesso e contagem de genes na anotacao original esta apresentada

na Tabela 2.

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

Organismo Coédigo do Genbank N° 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

Os resultados obtidos foram comparados a anotacdo original e as anotacfes
geradas pelas ferramentas RAST (Aziz et al., 2008) e BASys (Van Domselaar et al.,
2005). As métricas utilizada na comparacao: contagem de genes novo (em relagéo a
anotacao original), contagem de genes faltantes (em relacdo a anotacao original) e
contagem de genes exclusivos (em relacdo a todas as anotacdes). Os genes que
apresentaram divergéncia foram anotados funcionalmente pelo programa
BLAST2GO (Conesa et al., 2005) usando o banco de dados do Uniprot-Swissprot
como base. As proteinas codificadas pelas anotacfes também foram analisadas
pelo HMMER (Eddy, 2011) usando o banco de dados do Antifam (Eberhardt et al.,
2012). Por fim, uma métrica denominada “discrepancia de anotacao” foi proposta,
consistindo na porcentagem de genes divergentes entre as anotacdes geradas e a
anotagdo original disponivel no Genbank. Considerando duas anotacdes para uma
mesma sequéncia, uma sendo a “original” (A) e outra “nova” (N), a discrepancia (D)
para entre estas anotacdes (Dy,4) € igual a soma do nimero de genes novos com 0S
genes faltantes, dividido pela soma do numero total de genes nestas anotacdes

(TG4 + TGy), como representado na formula:
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5 RESULTADOS

5.1 Implementacéao

O Genix foi implementando na forma de um servidor web (webserver), ao menos
parcialmente, usando um modelo LAMP (Linux, Apache, MySQL e Python), e sendo
as linguagens Perl e Bash e o sistema de banco de dados SQLite usados para
tarefas pontuais. O site do programa foi hospedado no servidor do Laboratério de
Bioinformética e Protedmica do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, estando
disponivel através do endereco http://labbioinfo.ufpel.edu.br/genix/. Para a
submissédo de projetos de anotacao (jobs), € necessaria a realizacdo de um cadastro
de USUArio que deve ser efetuado através do endereco
http://labbioinfo.ufpel.edu.br/genix/registration.html (Figura 3)

ApOs o registro é gerado uma senha para que 0 USUario possa ter um maior controle
sobre o acesso aos resultados de seus projetos. Ndo é necessario um e-mail

institucional para a realizacdo do cadastro.

[GENIX] Automated Bacterial Genome Annotation Pipeline

Home

New account registration

First name:
Last name:
Email

Institution

Figura 3. Pagina de registro do Genix.

Ao submeter um genoma para a anotagdo, o usuario pode configurar diferentes
parametros, como o threshold das ferramentas BLASTn, USEARCH, INFERNAL e
HMMER, cdédigos de identificagdo para scaffolds, locus_tag e centro de

sequenciamento, e dados de identificacdo do organismo (source information).
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Também é possivel se submeter arquivos no formato “.sbt” que sdo usados como
template pelo programa tbl2asn do NCBI para a geracao de arquivos de submisséo

para o Genbank.

ApoOs a submissao, um cédigo de acesso € gerado para o projeto (job id), sendo este
usado pelo usuario para a recuperacdo dos resultados. O Genix realiza uma
anotacao por vez, sendo todos 0s projetos primeiramente indexados com o status
‘queued”. Os status “processing database” e “processing annotation” sao usados
para projetos em andamento, sendo referentes aos scripts “get database.sh” e
“genix_annotation.py”, respectivamente. Um exemplo de pagina de um projeto em
andamento esta apresentado na Figura 4, onde € possivel ver o job id, o status do

projeto e alguns dados informados pelo usuario durante a submissédo do genoma.

[GENIX] Automated Bacterial Genome Annotation Pipeline

Home

Job ISDWS1K842RXSSTZGW1J:Processing annotation

Organism: leptospira

Genetic Code Table: 11

Tax ID: 171

Database Clustering: 90 percent of identity
Generate .sqn file: No

Figura 4. Exemplo de uma pégina de projeto de anotagdo em andamento, incluindo um resumo dos

parametros passados pelo usuario.

O status e os resultados de cada projeto podem ser verificados através do endereco
http://labbioinfo.ufpel.edu.br/genix/jobs.html. Apés o termino da anotacdo, o0s
resultados podem ser recuperados nos formatos Genbank format (.gbk), Gene
Finding Format (.gff) e Feature Table (.tbl). Caso tenha sido solicitada a geracéo de
arquivos de submissao para o Genbank, os resultados do programa tbl2asn podem
ser obtidos em formato compactado .zip. Um exemplo de anotacao finalizada, com
os links para download dos arquivos de resultado em diferentes formatos esta

apresentado na Figura 5.
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[GENIX] Automated Bacterial Genome Annotation Pipeline

Home

Job I5SDWS1K842RXSSTZGW1J:Finished annotation

Organism: leptospira
Genetic Code Table: 11
Tax ID: 171
Database Clustering: 90 percent of identity
Generate .sqn file: No
Annotation Files:
Sequences (fsa file)
Features (.thl file)
Annotation (.gb)
Annotation (-gff)
view annotation (Powered by JBrowse)
656
657 Figura 5. Exemplo de uma pégina de projeto de anotacéo finalizado no Genix, incluindo um resumo
658 dos parametros passados pelo usuario, os links para o osuario efetuar o download dos resultados de
659 anotacdo em diferentes formatos (tbl, gb, gff) e o link para a visualizacdo da anotagdo através do
660  Jbrowse.

661

662 Por fim, a visualizacdo da anotacdo pode ser realizada na propria pagina se
663 resultados através da ferramenta JBrowse, ja integrada no Genix, através da opcao
664  “view annotation”. Na Figura 6 esta apresentado um exemplo de visualizacdo de

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

>SCRFFOLDO0L SCATFOLDO01:2132879..2134817
lengeh=1238

ASTA

(+ strand) class=CDS

TAT GTCTATATCATCTAATCAGAGACGTAGCTTCCGTTTATTCGRATAGGT
CCRTGTRATTGGRTTC! TCCGEAGATTTT. TCTCTTATAAAGATTGGTAT
GARARATCTAARRAATCTTICTACATTICTARTCGATCTAGGARTGCAC TRCECEC

CECACTIATCTIETCATARTCGATACGRATEEICTCTGIGTTCCCTITCETIAGTTACGATIC
GATGTGTAGATGTACCTCGCEGETGCGACGCEACAATAGAAGRATCTGARATATATATTAGER

CATTCTGRAGCTAAGATTCTTTTTTTAG, T TACT TTRTTAG,
TARATCCRGTCTTGCCARAGTGRRRACGATTCTTCTTATAGACCCTCCTACRARATGGRARG
AL TTCTCGCGCATTACTTTCCGGAATCCARTTTTT, CRCGCACTT

TPARIAARRARE LA T TR AT AL AR AAARL AR TARLACTILT AL T AL AR ASTARLT

JBrowse File View Help 2 Share
500,000 1,000,000 1,500,000 2,000,00( 2,500,000 3,000,000 3,500,000 4,000,000
<) (—> Q al Q @ SCAFFOLDO0| + | SCAFFOLDO012113551.2164450 (509 K. Gic ]
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Primary Data uen: Zoom in to see sequence
Name AMP-binding enzyme & L L o
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| Type CcDs - - ps . - - 24
1 Position SCAFFOLDO001:2132879..2134817 (+ strand)
Length 1,939 bp
Attributes
Phase 0
Seq_id SCAFFOLDOD1
Source genix

668 Figura 6. Visualizacdo de uma anotacdo de genoma pela ferramenta JBrowse integrada ao Genix.

669

670
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5.2 Validagéo

A validacao da ferramenta foi realizada usando-se como base os genomas de E. coli
cepa K12, L. interrogans cepa Fiocruz L1-130 (Cromossomo I), L. monocytogenese
cepa EGD-e, M. tuberculosis cepa H37Rv, obtidos a partir do Genbank. As
anotacdes geradas pelo Genix foram comparadas as obtidas pelas ferramentas
RAST e BASys e as anotacOes de referéncia originais. Para cada genoma de
referéncia, cada anotacdo foi avaliada quanto as suas CDSs totais, novas (em
relacdo a referéncia), faltantes (em relacao a referéncia) e exclusivas (em relacao as
demais). De cada uma destas categorias, também foi realizada a anotacao funcional
com a ferramenta BLAST2GO. Além disso, a partir do nimero de CDS total na
anotagdo e na referéncia, e do numero de CDSs faltantes e novas, foi calculado a
discrepancia de anotacdo. Por fim, também foi realizada a identificacdo de spurious
ORFs a partir do banco de dados do Antifam. Os resultados obtidos para os
genomas de M. tuberculosis cepa H37Rv, E. coli cepa K12, L. interrogans cepa
Fiocruz L1-130 (Cromossomo 1), L. monocytogenese cepa EGD-e estdo

apresentados nas tabelas Tabela 3, Tabela 4,
Tabela5 e

Tabela 6.

Tabela 3. Comparacao da anotacao original (referéncia) disponivel no Genbank com os resultados

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

CDS . A .
Programa T N = E NE = EE Discrepancia Antifam
Referéncia 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 = Numero total de Coding DNA Sequences (CDS); N = Numero de CDSs novas (em relagao a
referéncia); F = Numero de CDSs faltantes (em relacdo a referéncia); E = Numero de CDSs
exclusivas (em relacdo a todas anotacg6es, incluindo a referéncia); NF = Niamero de CDSs novas com
anotacgdo funcional pelo BLAST2GO; FF = Numero de CDSs faltantes com anotag&o funcional pelo
BLAST2GO; EF = Nimero de CDSs exclusivas com anotagao funcional pelo BLAST2GO.
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Tabela 4. Comparacao da anotacao original (referéncia) disponivel no Genbank com os resultados

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

Programa T N = CES NE FE EF Discrepancia Antifam

Referéncia 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 = Numero total de Coding DNA Sequences (CDS); N = Numero de CDSs novas (em relagdo a
referéncia); F = Numero de CDSs faltantes (em relacdo a referéncia); E = NUumero de CDSs
exclusivas (em relacdo a todas anotag6es, incluindo a referéncia); NF = Namero de CDSs novas com
anotacgdo funcional pelo BLAST2GO; FF = Numero de CDSs faltantes com anotagéo funcional pelo
BLAST2GO; EF = Niumero de CDSs exclusivas com anota¢éo funcional pelo BLAST2GO.

Tabela 5. Comparacao da anotagdo original (referéncia) disponivel no Genbank com os resultados
obtidos pelas ferramentas Genix, RAST e BASys para o genoma de L. interrogans cepa Fiocruz L1-

130 (Cromossomo ).

Programa T N = CES NE FE EF Discrepancia Antifam

Referéncia 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 = Numero total de Coding DNA Sequences (CDS); N = Numero de CDSs novas (em relagdo a
referéncia); F = Numero de CDSs faltantes (em relacdo a referéncia); E = NUmero de CDSs
exclusivas (em relacdo a todas anotages, incluindo a referéncia); NF = Namero de CDSs novas com
anotacgdo funcional pelo BLAST2GO; FF = Nimero de CDSs faltantes com anotagéo funcional pelo
BLAST2GO; EF = Nimero de CDSs exclusivas com anotagéo funcional pelo BLAST2GO.

Tabela 6. Comparacao da anotacao original (referéncia) disponivel no Genbank com os resultados

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

Programa T N = CES NE FF EF Discrepancia Antifam

Referéncia 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 = Namero total de Coding DNA Sequences (CDS); N = Numero de CDSs novas (em relagdo a
referéncia); F = Numero de CDSs faltantes (em relacdo a referéncia); E = NUumero de CDSs
exclusivas (em relagéo a todas anotagdes, incluindo a referéncia); N.F = Niamero de CDSs novas com
anotacgdo funcional pelo BLAST2GO; FF = Numero de CDSs faltantes com anotagdo funcional pelo
BLAST2GO; EF = Nimero de CDSs exclusivas com anotagéo funcional pelo BLAST2GO.
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6 DISCUSSAO

A ferramenta Genix foi desenvolvida de forma a ser de facil utilizacdo e, ao mesmo
tempo, apresentar resultados mais completos e acurados em relagdo as atuais
pipelines de anotacdo online de genomas procarioticos. Quanto a sua
implementacgéo e interface de uso, o Genix usa uma modelo webserver, de forma
similar aos programas RAST (Aziz et al., 2008), BASys (Van Domselaar et al., 2005)
e XBASE (Chaudhuri & Pallen, 2006). Em sua pagina € possivel a realizacdo do
registro de usuario, submissdo de genoma, acompanhamento do status do processo
de anotacdo, recuperacdo dos resultados e visualizagdo da anotacdo geracao
através da ferramenta JBrowse. Por utilizar uma pipeline propria para a geracéo do
banco de dados de proteinas para o processo de anota¢cdo, combinada a uma etapa
de remocdo de redundancias (que pode ser realizada pelo CD-HIT ou pelo
USEARCH), é espero um ganho de performance substancial em relacdo ao use de

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

A interacdo de ferramentas de para predicdo de ncRNAs é outro diferencial, uma vez
que ferramentas como RAST (Aziz et al., 2008) e BASys (Van Domselaar et al.,
2005) oferecem poucos recursos para identificacdo destas familias de RNA
estruturais, limitando seus resultados aos RNAs transportadores e RNA
ribossdmicos. Ferramentas de anotacdo de uso local, como Prokka (Seemann,
2014) e Eugene-PP (Sallet et al., 2014) também oferecem suporte & uma anotacao
mais acurada destes RNAs, mas a necessidade de configuracdo, a necessidade de
serem executados em sistemas operacionais Linux / UNIX-Like e a interface por
linha de comando pode ser um entrave para usuarios com menor experiéncia em

bioinformatica.

Na analise comparativa dos resultados obtidos para o0s quatro genomas de
referéncia, o Genix apresentou, em todos os casos, 0 menor valor de discrepancia,
indicando uma anotacdo mais fidedigna em relacdo as outras ferramentas de
anotacao. Além disso, para os genomas de M. tuberculosis, E. coli e L. interrogans,
a ferramenta obteve o menor nimero de faltantes funcionais, indicando uma menor
perda de genes que possuem de fato uma funcéo biologica definida ou ao menos

predita. Mesmo em genomas de referéncia, anotados e curados manualmente, um
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grande numero de genes identificados é classificado como codificante para
proteinas hipotéticas. No genoma de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa
Fiocruz L1-130, por exemplo, mais de 40% da anotacdo original € composta por
proteinas hipotéticas, o que tornou necessario o uso de ferramentas de anotacao
funcional para verificar o quao relevante sdo os genes faltantes e novos nas
diferentes anotacdes. Para este genoma, BASys e RAST apresentaram uma
discrepancia maior que 14%, enquanto o Genix apresentou 5,71 %. A ferramenta
BASys também apresentou uma alta discrepancia para o genoma de M.

tuberculosis, com um valor de 10,46 %.

De fato, o grande numero de proteinas hipotéticas no genoma de L. interrogans
também justifica, ao menos em parte, o grande numero de proteinas spurious
identificadas na prépria anotacdo de referéncia. Na andlise realizada pelo Antifam
para os diferentes genomas, todas as anotacdes (incluindo as de referéncia),
apresentaram hits no banco de dados. Destas, a ferramenta que apresentou 0 maior
namero de hits foi o RAST, quando anotando o genoma L. interrogans, onde foram
encontrados 459 spurious ORFs em um total de 4253, o que representa ~10,8% da
anotacdo sendo constituida por proteinas erroneamente identificadas. Para este

mesmo genoma, a propria anotacao de referéncia apresentou 111 hits.

Na estrutura de sua pipeline, um dos principais diferenciais do Genix em relacédo as
demais ferramentas é o uso do Prodigal (Hyatt et al., 2010) ao invés GLIMMER
(Delcher et al., 1999), que é usado como padrao pelo BASys (Van Domselaar et al.,
2005) e como opcional pelo RAST (Aziz et al.,, 2008), como programa de gene
finding. Como demonstrado por Hyatt et al, o Prodigal ndo s6 apresenta uma maior
acuracia na identificacdo sitios de ligacdo ao ribossomo (RBS — Ribosome Binding
Site), como também na identificacdo correta do codon de iniciacdo, em relacdo as
ferramentas Genemark (Borodovsky et al., 2003) e GLIMMER (Delcher et al., 1999).
Além disso, a integracdo dos dados realizada ao final a anotacdo, onde sé&o
removidas CDSs que estdo sobrepostas a genes de ncRNAs e outras features
identificadas pelo INFERNAL, e a propria integracdo do Antifam como ferramenta de

filtragem, contribuem para uma anotacéo mais acurada.
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Como perspectivas futuras para o aprimoramento da presente ferramenta, inclui-se a
integracdo de novos programas para caracterizacdo das proteinas preditas, o que
inclui o uso da ferramenta Interproscan, para anotacao estrutural de proteinas,
através de sua Application Programming Interface (API) online, e dos bancos de
dados do Pfam e SMART, que podem ser acessados localmente através de arquivos
de HMMs. A integracéo de programas para anotacgao funcional, como o BLAST2GO
(Conesa et al.,, 2005) e BLANNOTATOR (Kankainen et al., 2012), capazes de
atribuir cédigos do Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000; Harris et al., 2004),
para diferentes niveis funcionais, como processos bioldgicos e compartimentos
celulares, e de ferramentas para reconstrucdo de rotas metabdlicas, como KAAS
(Moriya et al., 2007), Minpaths (Ye & Doak, 2009) e PathPred (Moriya et al., 2010),
também poderéo auxiliar no aprimoramento dos resultados obtidos pela anotacéo.
Por fim, futuramente, também €& pretendido o desenvolvimento de uma versdo de
uso local da ferramenta, por linha de comando, e uma API para submissdo de
genomas em batch.
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6 CONCLUSAO

A implementacédo da pipeline de anotacdo do Genix integra as ferramentas
USEARCH, BLAST, Prodigal, tRNAscan-SE, RNAmmer, ARAGORN,
INFERNAL e HMMER, e os bancos de dados Uniprot, Antifam e Rfam.

O back-end do Genix € executado em um servidor Apache HTTP, utiliza um
banco de dados MySQL, e é gerenciado por scripts escritos em linguagem
Python.

A interacdo do usuario com a ferramenta é realizada através de um front-end
desenvolvido em HTML/Javascript/CSS. A interface de uso integra o0 genome
browser Jbrowse, possibilitando a visualizagdo da anotacéo gerada no préprio

navegador.

O Genix € capaz de gerar uma anotacdo mais proxima das anotacdes de

referéncia, com uma menor perda de dados relevantes.
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s Data de Nascimento 29/07/1992 | Nacionalidade | Brasileiro AL e L N
‘ Endereco | MAJOR CICERO DE GOES MONTEIRO o
511 e R T ¢ 5§ P I
Cidade |PELOTAS . | UF|_Rs | Pais|Brasil
CEP | 96.015-190 | Telefone | 33055814 e FAX |
E-mail | fred.s.kremer@gmail.com D RN
DADOS DO TITULAR DOS DIREITOS PATRIMONIAIS
‘_N° de Titulares 1 1 J Se mais de um, preencha a "Continuagao”, com todos os dados solicitados neste Quadro. Date e assine

CPFICNPJ* | 92242080000100
; Nome/Razéo Social | UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS i ! aath ooy ke,
! | Nome abreviado, pseudénimo ou sinal convencional (se houver) l UFPEL .

Data de Nascimento | | Nacionalidade/Origem |

Endereco | RUA GOMES CARNEIRO 01 - ED. DELFIM MENDES SILVEIRA -4° ANDAR - SALA 411
CAMPUS PORTO - CENTRO iy

Cidade |PELOTAS | UF|_RS | Pais | BRASIL

CEP | 96.010-610 | Telefone | 5339211225 |  FAX|

E-mail | cit@ufpel.edu.br

l___] SIM, este Titular é Pessoa Juridica. Caso afirmativo, assinale a melhor classificacdo

SN e N et}

[l Orgéo Publico [ Sociedade zom Intuito ndo Econémico [ Microempresa ] Software House
[ Instituicdo Publica de Ensino ou Pesquisa [ Instituigéo Privada de Ensino ou Pesquisa [J Outras

ENDEREGO PARA CORRESPONDENCIA E CONTATO (Preencha apenas o necessrio)

Toda correspondéncia seré enviada parz [C] O Procurador ou ] O Titular acima ou
[0 Escaninhon® | ! [ Representacio INPlem: | | O O Enderego abaixo
Nome | . : -A- sl |
Enderego | 3 RS : e ]
‘ Cidade | | UF| | Pais | |
CEP | | Telefone| | FAx| ]
E-mail | . 2!
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1267 Figura 7. Registro protocolado dia 11 de novembro de 2015. Coédigo do protocolo:
1268 BR5120150013114
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Anexo B - Relacdo de genomas anotados pelo Genix ja disponiveis no

Genbank

Organismo

Cédigo de Acesso

Referéncia

Leptospira kirschneri str. 61H
Leptospira santarosai str. U160
Leptospira santarosai str. U164
Leptospira santarosai str. U233
Leptospira interrogans str. Acegua
Leptospira interrogans str. Prea
Leptospira interrogans str. RCA
Leptospira interrogans str. Capivara

JSVvJO0000000

LAYP00000000
LAZM00000000
LAZNO0O0OO0000
LCZFO00000000
LJBO00000000
LJBP0O0000000

LJBQ0O0000000

Manuscrito sendo revisado
(Kremer et al., 2015)
(Kremer et al., 2015)
(Kremer et al., 2015)
Manuscrito sendo revisado
Manuscrito sendo revisado
Manuscrito sendo revisado
Manuscrito sendo revisado




