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RESUMO

llhas gendmicas sao segmentos de DNA em organismos procariotos, que apresentam
caracteristicas que diferem das demais regides do genoma. As principais
caracteristicas sao: conteudo GC% distinto do genoma; presenca de sequéncias de
insercao e repeticdes diretas; genes associados a mobilidade, tais como integrase e
transposase e; genes codificadores de tRNAs que frequentemente flanqueam essas
regides do DNA. A composicao genica das ilhas genémicas pode apresentar funcdes
biolégicas, nesses casos séo classificadas como: ilha de patogenicidade (PAl), ilha
metabdlica (MIs), ilha de resisténcia (RIs) e/ou ilha de simbiose (SIs). As ferramentas
de predicéo das ilhas gendmicas utilizam as estratégias de analise de comparacao de
genomas e analise de composicdo de sequéncia. A analise comparativa busca
identificar regides distintas em sequéncias de organismos préximos, enquanto que a
analise de composicao avalia e relaciona a composicdo de regides com as demais
regides do genoma. Este trabalho tem como objetivo avaliar os preditores de ilhas
gendmicas ja desenvolvidos de forma qualitativa e quantitativa a partir de conjuntos
de organismos. As ferramentas foram aplicadas em 15 organismos, dos quais
Escherichia coli CFT073 foi escolhida como controle por ter ilhas gendmicas curadas
in vivo sendo considerada o nosso padrédo ouro. Os resultados comparativos com o
padrdo ouro revelaram que a ferramenta GIPSy obteve o melhor desempenho,
cobrindo cerca de 91% da composicao e regiao das ilhas. Seguidas por Alien Hunter,
81%, IslandViewer3, 78%, Predict Bias, 31%, Gl Hunter, 17% e Zisland Explorer com
16%. Na andlise da comparacdo das regifes preditas, a ferramenta Alien Hunter
apresentou o melhor desempenho. Em segundo, nesse critério, as ferramentas
IslandViewer3 e GIPSy tiveram desempenhos semelhantes. As demais ferramentas
apresentaram baixo desempenho. As combinacdes das ferramentas Alien Hunter,
GIPSy e IslandViewer3 apresentam melhores resultados na predigdo das ilhas
gendmicas nos organismos estudados.

Palavras-chave: llhas gendmicas; ilhas de patogenicidade; genes de mobilidade;
assinatura genOmica; fatores de viruléncia; transferéncia horizontal de genes.



ABSTRACT

Genomic islands are segments of DNA in prokaryotic organisms that have
characteristics that differ from other regions of the genome. The main characteristics
are: GC% content; Insertion sequences and direct repeats; Genes associated with
mobility, such as integrase and transferase; tRNAs that frequently flank these regions.
The genetic composition of the genomic islands may have biological functions, in which
they are classified as: pathogenic island (PAI), metabolic island (MIs), resistance
islands (RIs) and / or symbiosis island (Sls). Prediction tools for genomic islands use
strategies of genomic comparison analysis and sequence composition analysis. The
comparative analysis search to identify distinct regions in sequences of nearby
organisms, whereas the composition analysis evaluates and relates the composition
of regions with the other regions of the genome. This work aims to evaluate the
predictors of genomic islands already developed in a qualitative and quantitative way
from sets of organisms. The tools were tested in 15 organisms, of which Escherichia
coli CFT073 was chosen as control for having genomic islands already cured in vivo
being considered our gold standard. The comparative results with the gold standard
revealed that the GIPSy tools obtained the best performance, covering about 91% of
the composition and region of the islands. Followed by Alien Hunter, 81%,
IslandViewer3, 78%, Predict Bias, 31%, Gl Hunter, 17% and Zisland Explorer with
16%. In the analysis of the intersection of the predicted regions, the tool Alien Hunter
presented the best performance. Second, IslandViewer3 and GIPSy tools performed
similarly. The other tools presented low performance. The combination of the tools
Alien Hunter, GIPSy and IslandViewer3 present better results in the prediction of the
genomic islands in the organisms studied.

Keywords: Genomic islands; Pathogenic islands; Mobility genes; Genomic signature;
Virulence Factors; Horizontal gene transfer.
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1 INTRODUCAO

Existe uma abundancia de espécies de bactérias na biosfera, e parte delas
possui um papel significativo no desenvolvimento das doencas infecciosas e ha taxa
de mortalidade dos seres humanos. A compreensao dos mecanismos de viruléncia
das bactérias € um ponto crucial para o entendimento e possivel desenvolvimento de
alternativas para prevencao e/ou tratamento das doencas infecciosas de origem
bacteriana. As bactérias possuem a capacidade de adaptacdo em diversos ambientes,
0 que lhes assegurava vantagens para a sobrevivéncia, facilitando a evolucdo em
situacdes extremas, a partir da aquisicdo de material genético de outros organismos.
Um dos principais fatores de adaptacdo e evolucao das bactérias é proveniente das
llhas Genbmicas (Gls) (WILSON, 2012).

As Gls sdo agrupamentos de genes resultantes de transferéncia horizontal de
genes (HGT). Essas ilhas apresentam regifes com caracteristicas que diferem do
restante do genoma, como o seu contetdo de guanina e citosina (G+C), na frequéncia
uso de codons e na composicdo dinucleotideos. As Gls sao frequentemente
flanqueadas por genes de tRNA, repeticdes diretas (DR) e elementos méveis. Entre
outros, os elementos moéveis mais frequentemente encontrados nas Gls sdo as
integrases e transposases. As integrases sdo enzimas responsaveis pela integragéo,
recombinacdo e excisdo da ilha, e as transposases enzimas associadas com a
mobilizacdo (HACKER et al., 2001).

Uma importante caracteristica das Gls é a vantagens que elas fornecem aos
microrganismos, codificando funcfes acessoérias voltadas para resisténcia a
antibiotico e propriedades relacionadas ao metabolismo, simbiose e patogenicidade
(HACKER et al., 2001).

A HGT é um mecanismo que possibilita variacdo genética das bactérias, que
ndo pode ser obtida através de mutacbes (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010).
Este € um dos processos mais importantes para gerar diversidade e facilitar a
propagacdo de genes nas bactérias, pelo fato do organismo receber um material j&
preparado e melhorado, aumentando as suas chances de adaptacdo (WILSON,
2012).

A capacidade de as bactérias transmitirem caracteristica relacionada com
patogenicidade ou resisténcia aos antibioticos € um dos fatores mais estudados e

associados as Gls. A grande disseminacdo da capacidade de resisténcia aos
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antibiéticos € um dos grandes problemas que a salude enfrenta na atualidade,
deixando em davida o sucesso no tratamento das doencas infecciosas. Essa mudanca
nas populacbes bacterianas aumentando seu nivel de resisténcia a diversos
antibioticos mostra como em poucas décadas as bactérias tem conseguido se adaptar
e evoluir rapidamente. Cada vez mais as Gls estao sendo associadas ao aumento e
distribuicdo de fungbes de viruléncia e resisténcia aos antibidticos devido ao seu
importante papel na evolugdo dos genomas bacterianos (JUHAS et al., 2009).

Com o constante aperfeicoamento de técnicas de sequenciamento e o
progresso da Bioinformética, varias metodologias para predi¢cdes de Gls vem sendo
desenvolvidas. A escolha do método de predi¢cdo para detec¢do das ilhas genémicas
podera variar de acordo com 0 genoma a ser estudado. Para organismos
estreitamente relacionados pode-se utilizar ferramentas com abordagens
comparativas, ja ageueles sem um organismo de referéncia sao analisados a partir de
técnicas de composicdo de sequéncia. Com os resultados dessas predi¢cdes €
possivel obter um conhecimento maior sobre as ilhas gendmicas permitindo observar
seu comportamento nos genomas e até mesmo a sua evolu¢ao (LANGILLE; HSIAO;
BRINKMAN, 2010).

Mesmo com o grande numero de ferramentas de predicao disponibilizadas pela
comunidade cientifica a precisdo dos resultados ainda deixa a desejar. A utilizacao de
apenas uma metodologia pode ndo ser suficiente para obter resultados satisfatérios.
O emprego de técnicas em conjunto € uma boa estratégia para tentar abranger as
lacunas ainda existentes nas predi¢cdes de ilhas gendmicas de acordo com (LU;
LEONG, 2016).

Avaliar qualitativamente e quantitativamente as ferramentas de predicdo de
ilhas genbmicas, utilizando um conjunto de organismos e ilhas conhecidas, permite
uma maior compreensao dos métodos de predicéo, a precisado e sensibilidade desses
métodos, bem como uma maior compreensdo do comportamento das ilhas nos
diferentes organismos e do processo de adaptacdo e evolucdo gendmica. As
ferramentas para predi¢do de ilhas gendmicas avaliadas nesse trabalho foram: Alien
Hunter (VERNIKOS; PARKHILL, 2006), Gl Hunter (CHE; WANG; FAZEKAS, 2014),
GIPSy (SOARES et al., 2016), IslandViewer3 (DHILLON et al., 2015), Zisland Explorer
(WEI et al., 2016) e Predict Bias (PUNDHIR; VIJAYVARGIYA; KUMA, 2008).
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar qualitativamente e quantitativamente ferramentas de predi¢cdo de ilhas
genbmicas ja desenvolvidas, utilizando como referéncia um organismo com ilhas
conhecidas curadas in vitro, e um grupo de organismos para confrontar os resultados

entre os preditores.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desta dissertacdo sao:

— Determinar a ferramenta de predicdo com maior taxa de acerto, em relacédo as 16
ilhas curadas in vitro da bactéria Escherichia coli CFT073.

— Comparar as predicdes de todas as ferramentas sobre 0s organismos do grupo de
testes, relacionando seus resultados similares e Unicos para determinar a
ferramenta com maior cobertura.

— Avaliar as melhores metodologias e abordagens e predicbes das ferramentas,

estabelecendo estratégias para pesquisa de llhas Gendmicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ILHAS GENOMICAS E SUA POSSIVEL ORIGEM

Genomas bacterianos tém evoluido e se adaptado ao longo do tempo devido
a uma variedade de processos, envolvendo mutacdes, rearranjos genéticos ou
transferéncia horizontal de genes (HGT). Essa evolucgéao foi capaz de ser observada
em consequéncia do rapido crescimento de genomas sequenciados. Além dos
genes do core genoma que codificam fungcbes essenciais, existem outros genes
nos genomas bacterianos, como 0s genes acessorios, possivelemente adquiridos
por transferéncia horizontal de genes (HGT). O processo de HGT confere
vantagens para as bactérias e sobrevivéncia em ambientais desfavoraveis,
tornando-as adaptaveis ao meio (SCHMIDT; HENSEL, 2004).

Com a aquisicdo abundante de genes acessorios derivados da transferéncia
horizontal, surgem regifes atipicas no genoma, chamadas de Ilhas Genémicas
(Gls). Essas ilhas possuem um papel importante na evolugdo, adaptacéo e
diversificacdo nos genomas bacterianos, portando genes que codificam para
proteinas com as mais variadas funcdes, sendo de grande importancia os estudos
de seus mecanismos de transferéncia e origem (JUHAS et al., 2009).

A origem das Gls ainda € incerta. Segundo Bellanger e colaboradores
(2014), estudos sugerem que essas ilhas sejam derivadas dos elementos genéticos
moveis (MGEs). Nos MGEs estéo presentes elementos integrativos e conjugativos
gue possuem a capacidade de realizar a sua prépria integracao, transferéncia e
excisdo. ApOs aquisicao de material genético através de HGT, os MGEs podem se
tornar Gls por rearranjos genéticos, perdas ou ganho de genes.

Os plasmideos conjugativos ou os fagos de acordo com Burrus e
colaboradores (2002) podem ser os principais elementos de origem das Gls pois,
apos obter uma ligagdo mais consistente com o cromossomo do hospedeiro, ocorre
a perda de genes responsaveis pela sua replicacdo e auto transferéncia.

Apés a perda dos genes que possibilitam a sua mobilizagéo juntamente com
os de replicagdo, as Gls se tornam imoveis. Entretanto, um dos genes que
frequentemente esta presente nessas ilhas codifica a Integrase, capaz de exercer
funcdo de integracdo e excisdo. Gls podem passar por eventos de recombinacgao

consecutivas, proporcionando ganhos e perdas de informacgdes genéticas, levando
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a sua evolugéo. Por consequéncia, os MGEs podem ser recuperados, ocasionado
a possibilidade de excisdao cromossdmica da ilha, favorecendo sua transferéncia
para outro organismo (DOBRINDT et al., 2004), O possivel ciclo de vida das Gls

pode ser representado de acordo com a figura abaixo (figura 1).

FIGURA 1 - POSSIVEL ORIGEM DAS Gl
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FONTE: Adaptado de DOBRINDT et al., 2004.

NOTA: Os plasmideos ou fagos realizam a integragédo no cromossomo (1)
pela perda dos genes responsaveis pela replicagdo autbnoma (ori) e
mobilizagdo ou transferéncia de plasmideos e bacteriéfagos (tra). Com
isso se estabelece a Gl no cromossomo (2). Devido a evolucdes
consecutivas, elementos moveis sdo adquiridos (3), como elementos de
insercao (IS) e transposons (Tn). O gene integrase (int) se faz presente na
Gl possibilitando assim sua excisédo do cromossomo (4), contribuindo para
sua transferéncia (5).

Devido a essas propriedades distintas, é possivel obter uma melhor
compreensao de como essas Gls conseguem se disseminar rapidamente, permitindo
gue organismos bacterianos evoluam e se adaptem em ambientes desvantajosos,

atraves do seu sistema de conjugacao (JUHAS et al., 2007).
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2.2 CLASSIFICACAO E COMPOSICAO DAS ILHAS GENOMICAS

No final da década de 1990, foram descobertos agrupamentos de genes em
determinadas estirpes de bactérias que codificaram fatores de viruléncia e que
estavam ausentes em outras da mesma espécie. Esses agrupamentos de genes
foram denominados como llhas de Patogenicidade (PAI) (HACKER et al., 1990).

O conceito de PAI foi estabelecido por Hacker e colaboradores (1990). Esses
pesquisadores tinham como objetivo estudar a base genética da viruléncia em
estirpes de Escherichia coli uropatogénicas. Estudos posteriores destes mesmos
autores mostraram que outras classes de GIs poderiam ser estabelecidas
dependendo da funcdo biolégica que o0s genes presentes dentro das ilhas
exercessem sobre o0 organismo. Essas classes de Gls foram determinadas como:
llhas Metabdlicas (Mls), contendo genes que codificam proteinas associadas com
propriedades metabdlicas; ilhas de Resisténcia (RIs), contendo genes que codificam
proteinas associadas com resisténcia a antibibticos; e ilhas de Simbiose (SIs)
(HACKER et al., 1997). Independentemente de sua classe, a maioria das Gls
possuem caracteristicas similares, como:

e Tamanho que varia entre 10 a 200 kb. Gls com namero de pares de base
abaixo de 10 kb s&o denominas como llhotas Gendmicas - Genomic Islets
(HACKER; KAPER, 2000).

e A composicdo da sequéncia difere do restante do genoma, em relacéo ao
conteudo G+C, frequéncia uso de codons e dinucleotideos (JUHAS et al.,
2009).

e Genes de tRNA se encontram geralmente cercando as Gls e seguidos por
sequencias de repeticdes diretas (DR), podendo atuar como sitios alvos
para excisdo enzimatica (SCHMIDT; HENSEL, 2004).

e Contém genes que codificam integrases ou fatores envolvidos com o0s
processos de conjugacdo plasmidial ou fagos, relacionados a
transferéncia das ilhas entre os organismos (JUHAS et al., 2009).

e Transposons e elementos de insercdo (IS) podem estar presentes,
estando relacionados a mobilizacdo e eliminacdo de material genético
(BUCHRIESER et al., 1998; GAL-MOR; FINLAY, 2006).
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e De acordo com as funcbes dos genes presentes, elas podem ser
classificadas como, llhas de patogenicidade, simbiose, metabdlica,
resisténcia a antibioticos e fitness (DOBRINDT et al., 2004; SCHMIDT;
HENSEL, 2004).

As caracteristicas descritas acima séo representadas na figura 2:

FIGURA 2. PROPRIEDADES DAS GIS

G+C content

Position on the chromosome
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FONTE: Adaptado de JUHAS et al., 2009.
NOTA: Gls sdo regides presentes no genoma que diferem pela sua
composicao de sequéncia. Genes de tRNA muitas vezes se encontram
a frente dessas ilhas seguidos por sequencias de repeticdes diretas (DR)
contendo genes responsaveis pela mobilidade genética, como
integrases, transposases e sequencias de insercdo (IS). De acordo as
fungdes bioldgicas do conjunto de genes que essas ilhas possuem, elas
podem ser classificadas como, ilhas de patogenicidade, simbiose,
metabolica, resistente a antibiéticos e fitness.

As Gls denominadas fitness ndo dependem somente da presenca de genes
com funcgdes relacionadas aos fatores de patogenicidade, simbiose, metabolismo ou
resisténcia a antibidticos, mas também do ambiente aonde ela se encontra,
proporcionando varios efeitos para o organismo. Isto €, uma mesma ilha em

determinadas situacdes pode exercer funcdes diferentes (SCHMIDT; HENSEL, 2004).
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2.2.11lhas de Patogenicidade (PAI)

Estudos sobre variabilidade genética e evolucdo de patdégenos bacterianos
tem grande interesse na area cientifica. Com a melhor compreensao dos elementos
e suas fungbes que levam esses genomas bacterianos a evoluir rapidamente, as
PAls tém demonstrado a capacidade de facilitar esses processos (DOBRINDT et al.,
2004).

Essas ilhas podem estar presentes nos genomas bacterianos de organismos
patogénicos, mas se encontram ausentes em organismos n&o patogénicos da
mesma espécie ou estreitamente relacionados. O primeiro relato dessas ilhas nas
bactérias ocorreu em decorréncia da presenca dessas regifes atipicas no DNA
cromossOmico de Escherichia coli (HACKER et al.,, 1990), no entanto, com o
aumento do numero de genomas sequenciados e estudos relacionados aos
elementos extra cromossdmicos, verificou-se que PAls também podem fazer parte
dos genomas de plasmideo ou bacteriéfagos (HACKER; KAPER, 2000).

Devido aos mecanismos de HGT, as bactérias sdo capazes de ganhar
rapidamente funcdes de viruléncia proveniente das PAls. Essas ilhas tem a
capacidade de codificar fatores de viruléncia e outras proteinas acessorias,
desempenhando func¢des, como por exemplo: na aquisicdo de ferro, producao de
toxinas, adesinas e sistemas de secrecao (HENSEL, 2004; NOVICK; YORK, 2013).

2.2.2 Caracteristicas das llhas de Patogenicidade

As caracteristicas das PAls em comparacdo com as Gls ou suas subclasses
sdo muito semelhantes, como desvio conteido G+C, frequéncia de codons, presenca
de repeticdes diretas, sequencias de insercdo e genes relacionados a mobilizacao.
Contudo, ha elementos que podem distinguir as PAIls de outras Gls (HACKER;
KAPER, 2000).

Os genes associados com viruléncia estdo presentes, como por exemplo as
invasinas, que auxiliam as bactérias a invadirem células epiteliais eucariodticas,
sistema de captacao de ferro, sistema de secrecéo tipo lll e VI que atuam na interacéo
com o hospedeiro para exportacdo de proteinas, e varias toxinas como, exotoxinas,

proteases, lipases e enterotoxinas.
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Proteinas hipotéticas se encontram em grande numero nas PAls, se
comparado ao core genoma. Isto pode ocorrer devido a presenca de sequéncias
provenientes de plasmideos e fagos que ainda ndo foram sequenciados nessa regiao,
portanto, suas possiveis funcdes se apresentam indeterminadas (HSIAO et al., 2005).
Ha presenca de grande porcentagem de genes relacionados a fagos, devido ao
mecanismo de transducao ser um dos principais meios de transferéncia de material
genético em organismos procariotos (CHE; HSAN; CHEN, 2014).

A transferéncia das PAIs, ou outras Gls que possuam fatores promovendo
vantagens aos microrganismos, possibilita a sua constante adaptacéo e evolugao
sendo facilitada pelos mecanismos de HGT (JUHAS et al., 2009). Na figura abaixo
(figura 3), € possivel visualizar uma ilustracdo de uma suposta PAI genérica e suas

caracteristicas distintas.

FIGURA 3. EXEMPLO DE UMA PAI E SEUS PRODUTOS

PAl region

core
region 1

FONTE: Adapatado de CHE; HASAN; CHEN, 2014

NOTA: Regido candidata a PAI contendo gene de tRNA, repeticGes diretas
(DR), genes relacionados a mobilizacdo como integrase (int) e transposase
(trans), relacionados a fagos (phagl, phag2), genes com fatores de viruléncia
(vird, vir2, vir3, vird), proteinas hipotéticas (hypol, hypo2, hypo3), sequencias
de insercgéo (insert seq).

2.3 TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES (HGT)

A transferéncia horizontal, € um dos processos mais importantes para gerar
diversidade e facilitar a propagacao de genes que proporcionem vantagens para 0S
microrganismos, aumentando suas chances de adaptacdo e evolucdo (WILSON,
2012).

A transmissao de material genético entre os microrganismos foi observada pela
primeira vez por (TATUM; LEDERBERG, 1947). Com o0s avanc¢os da tecnologia de
sequenciamento gendmico nas ultimas décadas, foi possivel pesquisar mais a fundo
sobre os processos de HGT, e sua distribuicdo no meio bacteriano (BERG; KURLAND,
2002).
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Em decorréncia do grande volume de genomas sequenciados, pode-se
observar indicios de evolucao bacteriana por meio de analises das caracteristicas do
genoma, como sua composicdo genética. Os teores de conteudo G+C e frequéncia
de cbédons apresentavam variacdes, espécies distantes possuiam genes com alta
similaridade, estirpes estreitamente relacionadas indicavam alteracdo de contetdo e
visualizacdo das arvores filogenéticas era inconsistente (KOONIN; MAKAROVA,;
ARAVIND, 2001).

Lan e Reeves (2000) sugeriram um conceito sobre genomas de espécies
bacterianas que dispdem do mesmo conjunto de genes partilhados por todas as
estirpes da mesma espécie, definido como “hipétese do core genoma” (CGH), e genes
auxiliares/acessorios, ajudando na identificacdo de genes que possam ser originarios
de HGT.

O principal motivo de aquisicdo de material genético é devido a necessidade
de sobrevivéncia da bactéria. Suas limitagdes em ambientes hostis conduzem os
organismos a buscarem meios de superar essas dificuldades, sendo 0os mecanismos

de HGT um dos principais fatores para que isso aconteca (HACKER; KAPER, 2000).

2.3.1 Mecanismos de Transferéncia Horizontal de genes

A transferéncia de material genético entre organismos pode ocorrer a partir de
trés processos, denominados: transformacao (absorcdo de DNA livre), transducéo
(mediada por bacteri6fagos), e conjugacdo (transferéncia de genes através de
plasmideos ou elementos conjugativos). Em cada caso, as células que compartilham
seu material genético sdo chamadas de “doadoras”, e as que recebem sao
denominadas “receptoras” (MAIDEN, 1998).

Transformacdo € o mecanismo que possibilita as bactérias absorverem e
integrar a0 genoma o material genético que se encontram no meio extracelular
(GRIFFITH, 1981). Nos dominios de Bactéria e Archea, este processo de
transferéncia demonstrou estar presente somente em bactérias competentes,
capazes de receber DNA exdgeno (LORENZ; WACKERNAGEL, 1994). Qualquer
célula que seja capaz de absorver esse material, € denominada “competentes”, essas
células normalmente sao induzidas pelo ambiente em que se encontram. A partir da
lise celular, a célula libera todo seu material genético no meio extracelular, esse

material € fragmentando por conta do seu grande tamanho. Para que esse material
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seja absorvido, uma serie de proteinas ajudam nesse processo para que a membrana
da célula tenha condi¢fes de realizar a passagem desse material (CHEN; DUBNAU,
2004).

Transducéo ocorre através dos bacteriofagos também chamados de fagos ou
agentes de transferéncia de genes (LWOFF, 1953). Os bacteriéfagos (virus que
infectam organismos procariotos) ap0s adentrarem na bactéria, tem a capacidade de
adquirir segmentos de material genético da célula hospedeira em seu capsideo e,
apos a lise celular, é capaz de inseri-lo em outro hospedeiro (FROST et al., 2005).

A sua replicacao pode ocorrer a partir de dois ciclos, litico e lisogénico. No ciclo
litico, apos a transmissdo do material genético dos bacteriéfagos para dentro da
célula, este é incorporado pelo genoma hospedeiro ocasionando replicacdo
descontrolada desses virus dentro da célula, levando a lise celular. J& no ciclo
lisogénico, acontece a integracdo do material genético do virus ao DNA bacteriano,
utilizando todas as propriedades da célula afim de se reproduzir (MAURICE, 2013).

A conjugacado € o processo em que as bactérias a partir do contato da célula
doadora com a receptora adquirem material genético (LEDERBERG; TATUM, 1946).
Para que este processo aconteca, a célula doadora do material genético deve dispor
de um plasmideo conjugativo ou plasmideo F, podendo estar integrado ou ndo no
cromossomo da bactéria. Se houver a ocorréncia desse plasmideo de forma
integrada, a bactéria sera denominada entdo de HFr (alta frequéncia de
recombinacédo), plasmideo F+ (doadora), e as bactérias desprovidas plasmideos F-
(receptora) (BABIC et al., 2008). O processo de conjugacdo esta relacionado com a
presenca de genes que se fazem presentes no operon de transferéncia (tra),
responsaveis pela sintese da pilus F, possibilitando o reconhecimento e contato entre
as células, como a transferéncia do material genético (GROHMANN; MUTH,;
ESPINOSA, 2003).

Na figura 4, representa os trés mecanismos resumidamente.
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FIGURA 4. MECANISMOS DE TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES (HGT)
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FONTE: VON WINTERSDORFF et al., 2016

NOTA: Os quadros (A) conjugacdo, (B) transformacéo, (C) transducéao,
representa cada mecanismo de HGT e o quadro (D) designa os
bacteriéfagos “Gene transfer agents”.

2.3.2 Elementos Genéticos Moveis

Os elementos genéticos moveis (MGES), além de possuirem a capacidade de
mobilizacdo, normalmente transportam genes que contribuem para facilitar a sua
transferéncia (FROST et al., 2005).

Ha duas classificacfes para os MGESs, podendo ser: elementos com mobilidade
intracelular e; elementos com mobilidade intercelular. Os elementos com mobilidade
intercelur sdo mediados, em organismos procariotos, pelos mecanismos de
transformacao, transducao e conjugacao (RANKIN; ROCHA; BROWN, 2010). Alguns
dos principais MGEs presentes nas Gls sdo conceituados a seguir, estdo
representados na figura 5:

e Plasmideo / Plasmideo Integrativo: DNA extracromossémico circular
tendo a capacidade de auto replicar-se. Normalmente possuem genes

que podem trazer algum beneficio para a bactéria aumentando suas
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chances de adaptacéo e sobrevivéncia. Plasmideo conjugativo possui a
capacidade de realizar mecanismo de conjugacéo (THOMAS, 2000).
Bacteridfagos: Correspondem a virus que infectam apenas células de
organismos procariotos, e podem realizar o ciclo litico, no qual a
maquinaria de biossintese bacteriana é utilizada para gerar particulas
virais e culmina com a lise da bactéria ou o ciclo lisogénico no qual o
DNA viral é incorporado ao cromossomo da bactéria (CANCHAYA et al.,
2003).

Integrons: Sao elementos genéticos que tem a capacidade de codificar
integrase, e podem conter genes de resisténcia antibioticos. Sua
capacidade de mobilizacédo € limitada, ndo podendo realizar esta acao
por conta propria. Sa&o comumente encontrado em plasmideos e
transposons, que ajudam na sua deslocacdo (CAMBRAY; GUEROUT,
MAZEL, 2010).

Elementos integrativos e conjugativos (ICEs): Designam grupos de
MGEs que possuem caracteristicas em comuns, como o0s plasmideos e
bacteriéfagos. S&o auto transmissiveis e podem estar integrados no
genoma sendo difundidos durante a replicacdo cromossémica, divisdo
celular e mecanismos de conjugacdo (BURRUS; WALDOR, 2004).
Sequéncia de insercdo (IS): Sdo semelhantes aos transposon, e sé
contém o gene que codifica integrase para catalisar a sua transposicao.
Esses elementos podem alterar a expressdo de genes préximos,
interromper sequencias codificantes ou regides regulatérias (SIGUIER
et al., 2006).

Transposons / Transposons conjugativos: Tem a caracteristica de se
mover nos genomas. Podem apresentar dois mecanismos de
transposicdo. O primeiro tem capacidade de copiar o0 material genético
de uma determinada regido do genoma e inseri-lo em outra sem que
ocorra a eliminagao do local original. Segunda elimina o seu local de
transferéncia inicial e transloca o material para outra regido através da
enzima transposase. Diferente do transposon conjugativo, que pode se

locomover entre genomas por meio do mecanismo de conjugacao e
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integrando-se no cromossomo da célula receptora (KAPER; HACKER,
1999).

FIGURA 5. PRINCIPAIS MGEs PRESENTES EM Gls
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FONTE: Adaptado de LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010.

2.4 GIS NA EVOLUCAO DE GENOMAS BACTERIANOS

A evolucédo gendmica pode ocorrer através de mudancgas no conteido genético
de um organismo ao longo do tempo, a partir de mutacdes, conversdes de genes,
rearranjos, delecbes e inser¢cdes de genes, causando grande alteracbes nos
genomas, podendo alterar drasticamente o estilo de vida de uma bactéria
(GROISMAN; OCHMAN, 1996).

Cada vez mais, pesquisas estao sendo realizadas para compreender melhor
0S mecanismos que levam o0s genomas bacterianos a evoluir e se adaptar
continuadamente. Muitos indicios trazem os elementos genéticos moveis como um
dos principais fatores para que isso ocorra, sendo as Gls responsaveis por parte da
diversidade genética dos microrganismos (DOBRINDT et al., 2004).

Com a grande quantidade de organismos sendo sequenciados e a evolugéo
continua de técnicas de andlises de sequéncias genéticas, foi possivel perceber que
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as Gls sdo um mosaico de genes formados através de mecanismos de HGT, que
podem trazer beneficios e vantagens para os microrganismos, ajudando na sua
adaptacao e sobrevivéncia, ultrapassando as barreiras de género e espécie (HACKER
et al., 2001).

2.5 METODOS DE PREDICOES GIS

Em 1990, Hacker e colaboradores identificaram a primeira PAI por meio de
experimentos em biologia molecular. Com o constante avango das tecnologias foi
possivel desenvolver ferramentas computacionais para auxiliar nas predicdes
(SOARES; OLIVEIRA; JAISWAL, 2016). Andlises para identificacdo de possiveis Gls
canditadas nos organismos podem ser realizados por meios experimentais e
computacionais. Estudos in silico (simulacdo computacional) sdo mais utilizados,
devido ao grande tempo necessario para reproduzir experimentos in vitro e também
seu alto custo. Os principais métodos que as ferramentas de predicdo utilizam se
dividem em dois grupos: Andlise de gendmica comparativa, com 0 objetivo de
identificar regies que se encontram ausentes em organismos relativamente proximos
(multiplos genomas) e analise de composi¢do de sequéncia do organismo (Unico
genoma) (LU; LEONG, 2016).

2.5.1 Analise genébmica comparativa

Este método de andlise é utilizado quando genomas de referéncia se fazem
presentes, podendo diminuir os resultados falso-negativos e falso-positivos. A partir
da comparacao de multiplas sequéncias, é possivel determinar regides que possuem
agrupamentos de genes diferentes entre espécies relacionadas (LANGILLE; HSIAO;
BRINKMAN, 2010).

Se dois organismos possuem 0 mesmo ancestral comum, as possiveis
diferencas entre os genomas séo derivadas a partir do mesmo. Quanto mais
estreitamente relacionados forem esses organismos, mais as suas sequéncias irao
permanecer conservadas. Com isso, é possivel determinar regides divergentes entre
os genomas (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2008).
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FIGURA 6. EXEMPLO DE ANALISE A PARTIR DE COMPARACAO GENOMICA
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FONTE: Adaptado de CHE; HASAN; CHEN, 2014

NOTA: Trés genomas selecionados como referéncia (G1, G2, G3) e suas
respectivas regides conservadas destacas em cores (verde regido 1, azul
regido 2, amarelo regido3, marrom regido 4), para analise comparativa com
0 genoma de estudo G4. Em destaque em vermelho a regido candidata a
Gl.

A analise, segundo 0s autores, consiste em trés etapas principais, como
exemplificado na figura acima (figura 6), séo elas: 1) buscar genomas de referéncia
ou estreitamente relacionados de acordo com organismo de interesse para estudo; 2)
realizar alinhamentos multiplos entre os genomas e 3) identificar regides divergentes,
indicando que este segmento pode ser proveniente de uma origem estrangeira,
candidata a GlIs. Ferramentas que utilizam essa abordagem, IslandPick,
MobilomeFINDER, MOSAIC. (CHE; HSAN; CHEN, 2014). Figura 7 exemplifica uma

comparacao genémica entre organismos.

2.5.2 Analise de composicdo de sequéncia

Vérias ferramentas tém se mostrado eficazes para identificar Gls a partir da
composicdo de sequéncia dos organismos, entretanto os resultados podem conter
algumas predicdes falso-negativos e falso-positivos. A grande diferenca dessa
abordagem em relacdo a gendmica comparativa € que nado requer genoma de
referéncia para sua analise e comparagéo, qgue em muitos casos nao se encontram
presentes (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010).
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Devido a varios fatores como, pressdes mutacionais e forcas de selecéo agindo
constantemente nos genomas bacterianos, essas condigdes podem levar a variagdes
na composicdo de sequencias do organismo, sendo estas uma das caracteristicas
importantes neste tipo de abordagem (LEE et al., 2013). Levando em conta estes
aspectos é possivel identificar regides atipicas que diferem do restante do genoma.
Essas regides apresentam composicdes de sequéncias com atributos distintos, como
por exemplo, variacfes do conteudo G+C e dinucleotideos, frequéncia da utilizacéo
de codons, presenca de genes relacionados a mobilidade, sequéncias de insercéo
(IS), repeticdes diretas, genes altamente expressos (CHE; HSAN; CHEN, 2014).

Com base nesses critérios foram desenvolvidas ferramentas para identificar
essas possiveis regides atipicas a partir da variacdo em sua composicdo de
sequéncia. A maioria dos softwares designam pontuagdes ou valores limiares para
cada gene ou regido de interesse em seus resultados, podendo ser pré-definidas ou
de forma dinamica). De acordo com os valores estabelecidos, pontuacdes para mais
ou para menos daquele limiar podem ser definidas como candidatas a Gls. Exemplo
de ferramentas que utilizam essas abordagens, Alien Hunter, IslandPath-DIMOB,
SIGI-HMM, Predict Bias (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2010; LU; LEONG, 2016).
Um exemplo simplificado dessas regibes e sua composicdo atipica presente no
genoma pode ser visto na figura 7.

FIGURA 7. EXEMPLO DE UMA REGIAO ATIPICA E SUA COMPOSICAO DISTINTA
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FONTE: Adaptado de HACKER; CARNIEL, 2001.

NOTA: Representagdo de uma regido candidata a Gl com suas
caracteristicas distintas. Teor de citosina e guanina (C+G%) abaixo em
relacdo ao restante do genoma, gene de tRNA seguido por repetices
diretas, gene ligado a mobilidade e execisdo integrase, genes
representativos e sequencias de insercao.
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2.6 FERRAMENTAS DE PREDICAO DE ILHAS GENOMICAS

2.6.1 Alien Hunter

Desenvolvido por pesquisadores do Instituto Sanger no Reino Unido, este
software para predicao de ilhas genémicas é baseado em Motivos de Ordem Variavel
Interpolados (IVOMSs), que consiste em detectar regides atipicas no genoma atraves
da utilizacdo de analises de composicdo de sequéncia como variacdo do conteudo
G+C, presenca de dinucleotideos e frequéncia de coédons. As predi¢cdes podem ser
optimizadas com a utilizagdo de Modelos Ocultos de Markov de dois estados (HMM)
para identificar o ponto de mudanca entre regides atipicas e nao atipicas do genoma
(VERNIKOS; PARKHILL, 2006).

Quando ocorre a identificacdo dessas regides é obtido IVOM score, que
equivale a quanto essa por¢éo do genoma difere do restante. Sequéncias mais longas
apresentam scores mais elevados e predigcdes mais precisas, enquanto sequéncias
menores e com poucas informagdes tém score mais baixo e com um resultado
duvidoso (CHE; HASAN; CHEN, 2014). Threshold também é estabelecido, sendo ele
um limiar com um score resultante da comparacdo com a média do genoma total
relacionado a sua similaridade. Genes ou regides genémicas com um score abaixo ou
acima do limiar séo possivelmente atipicos, genes subsequentes ou até mesmo essas
regides atipicas sdo unidos para obter candidatas a Gls (LU; LEONG, 2016).

Alien Hunter é capaz de realizar predicdes sem que seja necessaria uma
anotacao pré-existente, ou informa¢des que contenham as posi¢cdes que cada gene
se encontra no genoma. Sendo assim, ele pode ser utilizado em genomas recém
sequenciados (CHE; HASAN; CHEN, 2014).

E um software livre de codigo aberto que pode ser redistribuido e modificado.
O Sistema Operacional da ferramenta é somente Linux e ndo possui nenhum
requerimento de hardware computacional descrito seja minimo ou recomendado para
roda-lo. A verséo equivalente ou superior da linguagem de programacgéo Pearl v5.6.1
e Java SDK v1.4.2. se faz necessaria, sendo a ferramenta executada por linha de
comando.

Seu arquivo de entrada é em formato .FASTA. Este formato compreende as

sequéncias de nucleotideos do genoma, ndo exigindo pré-processamento dos dados.
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N&o h& necessidade de baixar ou se conectar a qualquer banco de dados para realizar
as andlises.

Os arquivos de saida da ferramenta possuem extensfes variadas, sendo que
podem ser utilizados em conjunto com a ferramenta de visualizacdo de genomas
Artemis (CARVER et al., 2012) para melhor compreenséo dos resultados. O primeiro
em .TXT, possui informacdes de todas as regifes atipicas, com sua posicéao inicial e
final no genoma de cada Gls candidata, juntamente com seu IVOM score e Threshold,
além de informar a coloracdo das Features correspondente para visualizacdo na
ferramenta externa Artemis. A segunda extensdo .PLOT € um arquivo para plotagem
de grafico correspondente as regides atipicas no genoma que a ferramenta detectou,

podendo ser inserida como arquivo de entrada no software Artemis.

2.6.2 Gl Hunter

Esta ferramenta foi desenvolvida em East Stroudsburg pelo laboratério de
Bioinformatica da Universidade da Pensilvania. E capaz de identificar ilhas genémicas
tanto em genomas bacterianos quanto archaea. E baseado em andlises de
composicdo de sequéncia, genes de tRNA e genes altamente expressos, distancia
intergénica, informacdes sobre fagos e genes méveis (integrase e transposases),
além da implementacdo da metodologia de Motivos de Ordem Variavel Interpolados
(IVOMs) que a ferramenta Alien Hunter utiliza para realizar suas analises (CHE;
WANG; FAZEKAS, 2014).

Para prever as ilhas genémicas foi desenvolvido também um método de
predicdo baseado em arvore de decisdo com um conjunto de treinamento. Os
atributos dos genes altamente expressos e as distancias intergénicas nao foram
explorados em outras ferramentas, podendo ocorrer uma possivel melhoria nos
resultados das predi¢bes (CHE; HASAN; CHEN, 2014).

O conjunto de treinamento foi obtido a partir de 118 genomas do estudo de
Langille e colaboradores (Evaluation of genomic island predictors using a comparative
genomics approach — IslandPick), sendo que neles constavam 771 Gls supostamente
positivas e 3,770 Gls negativas. As ilhas gendmicas variaram muito de tamanho, nao
sendo um atributo forte para a constru¢cao do modelo de predi¢céo para Gl Hunter. Para
tentar contornar esse problema foi retirado todos os genes das Gls candidatas, tanto
das positivas quanto negativas (CHE; WANG; FAZEKAS, 2014).
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Para cada gene obtido foram analisados diversos aspectos. Entre eles a
pontuacdo IVOM para os genes selecionados dentro da regido de interesse, atraves
da implementacdo da metodologia da ferramenta Alien Hunter. Para genes de tRNA,
fagos, integrase e transposase, buscaram informacdes contidas nas anotacfes dos
genomas, identificando a quantidade desses genes que estariam presente nas regides
candidatas a Gls. Foram considerados genes altamente expressos, aqueles que
possuem funcéo de traducédo ou de transcricdo, genes envolvidos no metabolismo de
energia e de proteina ribossbmica que estivessem dentro da regido de interesse
(CHE; WANG; FAZEKAS, 2014).

A densidade dos genes foi definida de acordo com a quantidade de genes
presentes das Gls candidata e a distancia intergénica foi medida através de cada par
adjacente dos genes de interesse. Com essas informacdes foi montado o modelo de
classificacdo fundamentada em arvore de decisdo utilizando o software WEKA -
Waikato Environment for Knowledge Analysis (FRANK; HALL; WITTEN, 2016). Este
modelo é um agregador de bootstrap, também conhecido como método de
ensacamento (bagging), cuja classificacdo € baseada nos votos de cada classificador
possuindo 0 mesmo peso para cada um. O conjunto de treinamento para a construcao
das arvores foi todos os genes retirados das Gls positivas e negativas, com as suas
respectivas caracteristicas designadas. Na utilizacdo dos algoritmos para a
construcdo do modelo foi empregado o algoritmo J48 do WEKA, sendo este a
implementacéo Java do C4.8, um dos mais conhecidos para arvores de deciséo, por
sua capacidade de trabalhar com atributos em falta e também incorporar processos
para melhorar os problemas de over-fitting (CHE; WANG; FAZEKAS, 2014).

Possui seu codigo fonte aberto para ser modificado e redistribuido,
desenvolvido em linguagem de programacéo C++ e somente € executavel em Sistema
Operacional Linux. As versdes equivalentes ou superiores do Java SDK v1.5 e Pearl
5.8 se faz necessaria, mas ndo possui nenhum requerimento de hardware
computacional descrito que seja minimo ou recomendado para roda-lo.

Os arquivos de entrada devem ser em formatos .FNA, .PTT, .RNT. A extenséao
.FNA corresponde as sequéncias em nucleotideos do genoma em formato FASTA, ja
a extensdo .PTT designa todas as proteinas presentes no genoma contendo
informacgdes como posicao inicial, final e tamanho da proteina. Além disso, determina

sua localizagcdo no genoma, contendo o sentido da fase de leitura que esse produto
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se encontra: Forward, da esquerda para direita, e o0 Backward, leitura da direita para
esquerda.

As informacdes contidas na extensdo .RNT, ao invés de ser atribuido dados
sobre proteinas essa extensdo descreve todos os tRNAs contidos no genoma. A
ferramenta ndo necessita de um pré-processamento dos arquivos de entrada para
realizar as andlises e também ndo a conexao ou a necessidade de baixar qualquer
banco de dados para se obter os resultados.

Os arquivos de saida da ferramenta possuem somente duas extensdes. O
primeiro em .TXT, que contém apenas informacdes das posi¢des inicias e finais das
Gls candidatas, sendo ausente de qualquer outra informac¢éo como por exemplo IVOM
score ou qualquer outro atributo estabelecido para classificar e modelar o método de
predicdo. A segunda extensdo em .ARFF possibilita a utilizacdo de uma ferramenta
externa, desenvolvida pelo mesmo laboratério, para visualizagcdo dos resultados
provenientes da ferramenta Gl Hunter, chamado de GIV (Genomic Island
Visualization) (CHE; WANG, 2013). Com esta ferramenta é possivel identificar
somente suas posicdes das Gls candidatas sobre um genoma circular do organismo
de estudo, sendo ausente a descricdo dos produtos que se encontram dentro das
llhas de interesse.

Outra ferramenta externa possivel de ser utilizada é Artemis. Com as
informacgBes contidas na extensdo TXT é possivel localizar as posicées das ilhas
dentro do genoma e realizar estudos mais aprofundados sobre as fun¢des biolégicas

dos genes que se fazem presente naquela regiéo.

2.6.3 Genomic island prediction software - GIPSy

GIPSy é uma atualizacéo da ferramenta PIPS (Pathogenicity Island Prediction
Software), desenvolvido para identificar Gls patogénicas em genomas bacterianos.
Apds o melhoramento do software, o GIPSy é capaz de identificar tanto ilhas de
patogenicidade (PAIl) quanto outras regides candidatas, bem como classifica-las de
acordo com os genes presentes nas llhas em relagdo com suas funcdes bioldgicas
(Mls, RIs, Sls). Para realizar as analises, GIPSy se baseia no desvio do conteudo G+C
e utilizacdo de codons do genoma, genes de tRNA e de mobilidade como transposase,

fatores de viruléncia, metabolismo, simbiose, resisténcia antibiéticos que estejam
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ausentes em outros organismos do mesmo género ou espeécies. Para isso a
ferramenta passa por oito passos de execucao (SOARES et al., 2016).

No primeiro passo ocorre o processamento dos dados do genoma através do
arquivo de entrada sendo necessario o mesmo ser em extensdao .EMBL ou
.GENBANK (.GBK, .GB). A partir de todas as sequéncias de codificacdo (CDS) do
genoma provenientes do arquivo de entrada sdo gerados outros trés arquivos com
extensdo .FNA, .FAA, .FFN, a fim de serem utilizados em processos futuros. Se o
usuario fizer uso do arquivo .GBK para sua entrada sera gerado também uma
extensdo .EMBL para ser utilizado obrigatoriamente no passo trés pelo
Colombo/SIGIHMM (WAACK et al., 2006).

No segundo passo, € analisado o desvio do conteudo G+C do genoma de
acordo com abordagens utilizadas no desenvolvimento da ferramenta anterior PIPs.
A partir do arquivo .FNA gerado através do processamento dos dados é calculado o
contetdo G+C sobre o tamanho do genoma. Em seguida cada CDS proveniente do
arquivo .FFN é analisado para determinar o conteado G+C das CDS pelo tamanho de
todas as CDS. Com essas informacfes é determinado entdo o valor médio sendo
considerado a porcentagem G+C do genoma, e o valor do desvio padréo (SD) obtido
através do numero total de CDS presente no genoma (SOARES et al., 2012).

No terceiro passo, é implementado o software Colombo/SIGI-HMM para
analisar o desvio do uso de cédons utilizando o arquivo com extensao .EMBL gerado
no processamento dos dados. A ferramenta faz uso das Cadeias Ocultas de Markov
(HMM) para medir o desvio da utilizacdo de cdédons através de uma busca a partir da
composicao de sequéncia do genoma (WAACK et al., 2006).

No quarto passo, acontece a busca por genes transposase que € realizado com
a implementacdo do software HMMERS3, sendo sua analise efetuada através do
arquivo com extensdao .FAA gerado no comeco do processamento de dados.
HMMERS3 é capaz de efetivar buscas de sequéncias homologas em bancos de dados
e realizar alinhamentos de sequéncias com uma velocidade tdo rapida quanto as
buscas por BLAST. Esta velocidade € devido ao algoritmo descrito como Segmento
Multiplo de Viterbi (MVS), sendo uma heuristica de aceleracdo de Perfil-HMM
calculando o menor caminho provavel para composicdo de uma sequéncia de DNA
(EDDY, 2011). O banco de dados para busca do gene transposase € realizado através

PFAM - Protein Families Database. Inumeras familias de proteinas se encontram
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depositadas neste banco e cada uma delas é representada por multiplos alinhamentos
de sequéncia e Modelos Ocultos de Markov (FINN et al., 2013).

No quinto passo, a classe de cada Gl candidata € determinada atraves de cinco
banco de dados, sendo cada um deles especifico para cada fator. O arquivo com
extensdo .FAA gerado no processamento de dados é utilizado para pesquisa de
similaridade de proteinas em cada um dos bancos a partir do BLASTP (SOARES et
al., 2015). A busca por genes relacionados a viruléncia é realizado no banco de dados
MvirDB - Microbial Database of Protein Toxins, Virulence Factors. Este banco contém
sequéncias de DNA e proteinas provenientes de outros bancos, entre eles, Tox-Prot,
SCORPION, PRINTS, VFDB, TVFac, Islander, ARGO, CONUS, VIDA (Zhou et al.,
2007). A busca pelos fatores de resisténcia a antibioticos ocorre em dois bancos de
dados ARDB - Antibiotic Resistance genes Database (LIU; POP, 2009) e CARD - The
Comprehensive Antibiotic ResistanceDatabase (MCARTHUR et al., 2013). O banco
de dados para os fatores relacionados ao metabolismo foi criado a partir de todas as
proteinas ortélogas resultantes de todos o0s genes presentes nos clusters da categoria
de metabolismo do banco de dados COG - Clusters of Orthologous Groups of proteins
(SOARES et al., 2016). Por fim, na busca de fatores relacionados a simbiose, o banco
de dados NodMutDB - Nodulation Mutant Database € utilizado. Neste banco constam
genes coletados através de pesquisa em banco de dados publicos e revisdo de
literatura sendo que a maioria dos dados é voltado principalmente para genes de
fixacdo de nitrogénio (MAO et al., 2005).

No sexto passo, BLASTs reciprocos sao executados entre todas as CDS do
genoma de estudo e também no de referéncia, afim de identificar possiveis regides
gue contenham similaridade e genes putativos, que se encontram presentes no
genoma de estudo e ausentes no genoma de referéncia (SOARES et al., 2016).

No sétimo passo, 0os genes de tRNA sdo localizados a partir do arquivo de
extensdo .FNA gerado no processamento de dados inicial, utilizando novamente a
implementagdo do software HMMER3 para busca no banco de dados tRNAdb —
Transfer RNA Database contendo compilacdes de sequencias de tRNA e genes de
tRNA (JUHLING et al., 2009).

No ultimo processo, apés todas as analises anteriores serem realizadas, esta
etapa faz a juncdo de todas as informacgdes adquiridas em um arquivo delimitado por
tabulagdes. De acordo com os dados provenientes do BLAST, as CDS que possuem

similaridade sdo agrupadas em clusters de genes que sdo compartilhados por ambos
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0S genomas, de estudo e referéncia. Posteriormente, as regides que apresentam
tamanho maior que 6 kb e que foram localizadas apenas no genoma de estudo, sao
escolhidas como Gls putativas, devendo conter as combinacdes de caracteristicas
analisadas maiores do que aquelas apresentadas em toda a sequéncia do genoma
(SOARES et al., 2016).

Esta ferramenta foi desenvolvida em JAVA podendo ser executada em Sistema
Operacional Windows e Linux, possuindo interface grafica em ambos os sistemas.
Requer versao do Java Virutal Machine 1.7.0_51-b13 ou superior. Em sistemas Linux
€ recomendado fazer uso do Openjdk substituindo a versao Oracle, devido algumas
excecdes que podem ocorrer durante as analises. Ndo possui nenhum requerimento
de hardware computacional descrito seja minimo ou recomendado para roda-lo. Os
arquivos de entrada para as analises sdo genomas completos um para estudo e outro
para referéncia com extensao .EMBL ou .GBK (.GENBANK, .GB).

Com os arquivos de entrada, a ferramenta realiza um pré-processamento dos
dados para gerar outros trés arquivos necessarios para utilizar no decorrer das
analises, sendo eles: .FNA (FASTA nucleotideos), .FAA (FASTA aminoécidos) e .FFN
(FASTA de nucleotideos codificados por regido). Uma extensao .EMBL também é
gerada se o usuario fazer uso do formato .GBK como entrada, devido a ferramenta
implementada chamada Colombo/SIGIHMM aceitar somente este tipo de arquivo para
realizar as analises. Todas as dependéncias necessarias, como 0s softwares
implementados BLAST, COLOMBO/SIGIHMM, HMMER3 e os bancos de dados de
viruléncia, metabolismo, resisténcia, simbiose, inclusive os de procura para genes de
transposase e tRNA, séo baixados e compilados automaticamente com o instalador
da GIPSy, sem que ocorra a necessidade do usuario configurar cada um deles.

Os dados de saida da ferramenta correspondem a cada passo das analises do
primeiro até ao oitavo processo. Do segundo passo em diante, todos os arquivos de
saida possuem extensdao .TXT. No resultado do primeiro passo é possivel obter
diversas extensodes de arquivos provenientes dos dados de entrada, tanto do genoma
de estudo quanto o de referéncia, sendo eles .FAA, .FNA, .FFN, .EMBL, .GBK.

No segundo passo € possivel visualizar os resultados da pesquisa do desvio
do conteudo G+C, mostrando o conteudo total e porcentagem de G+C, o tamanho do
genoma, os valores de referéncia usados pela ferramenta de analise juntamente com
os limites inferiores, superiores e o0 desvio em cada CDS correspondente no genoma

de estudo e de referéncia em extensao.
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No terceiro passo, o resultado da analise de preferéncia de coédons é
demonstrada com os parametros utilizados pela ferramenta de busca
COLOMBO/SIGIHMM, e pode-se observar cada CDS presente no genoma de estudo
e referéncia se ocorreu desvio ou nao.

No quarto passo, a procura pela presenca de transposase ocorre somente no
genoma de estudo. Os resultados sdo apresentados com os parametros utilizados
pela ferramenta HMMERS3 e a identificacdo de cada CDS correspondente com a
procura do gene de interesse.

No quinto passo, sédo apresentados os resultados da pesquisa por BLAST nos
bancos de dados relacionados (Metabolismo, Resisténcia, Simbiose, Viruléncia), para
classificar as Gls candidatas de acordo com 0s genes presentes em cada ilha,
relacionados a suas fungdes bioldgicas. E possivel dessa forma visualizar cada CDS
similar aos dados encontrados pelo BLAST.

No sexto passo, todas as CDS resultantes da procura pelos BLASTs
reciprocos entre 0os genomas sdo apresentandos com a sua porcentagem de
similaridade.

No sétimo passo, os resultados derivados pela busca de tRNA sao apenas do
genoma analisados pela ferramenta HMMERS3, sendo apresentado de acordo com
suas posicdes inicias e finais no genoma, além de apresentar a direcdo da fase de
leitura. Ainda traz informacg@es sobre tRNA truncados e os parametros utilizados pela
ferramenta de busca.

No ultimo passo, os resultados apresentam as ilhas ja determinadas, contendo
suas respectivas classes e varias informacfes sobre as caracteristicas de cada ilha,
entre elas: a composicdo dos genes de cada ilha, sua locus tag inicial e final, a posicao
das ilhas no genoma com seu inicio e fim, o quanto aquela predicédo é significativa,
sendo forte, normal ou fraca. Além disso, mostra varias caracteristicas de uma das
ilhas como desvio de G+C, uso de cddons, proteinas hipotéticas e porcentagens da
presenca de genes relacionados a cada classe, de acordo com seus fatores de

viruléncia, metabolismo, simbiose ou resisténcia.

2.6.4 IslandViewer3

Este software web foi desenvolvido na Simon Fraser University, pelo laboratério

Brinkman Lab no Canada. Também é um banco de dados de llhas gendbmicas
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contendo organismos bacterianos e archaea. Para realizar as predicdes, o
IslandViewer3 faz uso de trés metodologias integradas, sao elas: IslandPick, que
utiliza comparacéo genbémica, SIGI-HMM para pesquisa de composi¢cao de sequéncia
e IslandPath-DIMOB, que busca sequéncias atipicas e genes relacionados a
mobilidade. AnotagOes externas provenientes de outros bancos de dados
relacionados com fatores de viruléncia, patogenicidade, resisténcia a antibioticos e
genes homologos a este fator também estéo disponiveis (DHILLON et al., 2015).
Uma das metodologias integradas € a IslandPick, que faz uso de comparacdes
gendmicas, sendo necessario para suas analises genomas filogeneticamente
relacionados. A partir de um Unico genoma de estudo, esta metodologia é capaz de
separar tanto dados positivos a serem candidatas a Gls, quanto negativos. Utilizando
CVTree (XU; HAO, 2009) que constroi arvores filogenéticas baseadas em genomas
completos sem alinhamento de sequéncias usando uma abordagem de Vector de
Composicéo (CV), determina-se uma distancia pré-calculada a partir do genoma de
estudo, atribuindo pontos de cortes de distancia para poder selecionar genomas de
referéncia de espécies ou estirpes estreitamente relacionadas. Se os genomas de
referéncia forem suficientes para serem utilizados na comparacgao, entdo os genomas
tanto de estudo quanto de referéncia sao analisados no MAUVE (DARLING et al.,
2004). O MAUVE é um software é capaz de realizar alinhamentos multiplos de
genomas e posteriormente, todas as regides conservadas entre 0s dois genomas sao
extraidas como conjunto de dados negativos. A construcdo dos conjuntos de dados
positivos é obtida através do emparelhamento do genoma de estudo com 0os genomas
de referéncia, sendo que todas as regides nao alinhadas passam por verificacdo no
BLAST para se ter certeza que esta seja exclusiva do genoma de estudo, atribuida
entdo como uma positiva candidata a Gl (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2008).
SIGI-HMM é um método de predicdo de ilhas gendbmicas em procariotos
baseado em composicao de sequéncia a partir de Modelos Ocultos de Markov (HMM).
Este método de predicdo mede a frequéncia de cddons utilizado em cada gene do
genoma. Para cada um desses genes a utilizacdo da frequéncia de codons é
comparado com uma tabela contendo genes altamente expressos e doadores
microbianos. A tabela com as informacdes das frequéncias de um organismo pode ser
proveniente do seu préprio genoma se estiver disponivel ou é medida através da
tabela do banco de dados CUTG - Codon Usage Database. Varios testes séo

executados multiplas vezes para identificar genes atipicos e para prever supostos
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genes altamente expressos. Para esses genes, a busca pela utilizagdo de cddons é
medida com a sua propria tabela (organismo hospedeiro), e a mesma sequéncia do
gene € analisada, mas agora com a tabela do possivel organismo doador, a fim de
identificar as suas frequéncias (WAACK et al., 2006).

O IslandPath-DIMOB identifica sequéncias que sejam atipicas no genoma e
genes de mobilidade para determinar seus resultados. Para analises da porcentagem
de conteudo G+C é utilizado uma Unica sequéncia de fase de leitura aberta (ORF) em
conjunto com um agrupamento de ORFs, permitindo investigar a mudanca da variagao
de seu conteudo, tanto gene por gene quanto gene por clusters entre as supostas
sequéncias de codificacfes. Outra busca por sequéncia anormal também considera é
o viés de dinucleotideo, sendo uma assinatura de DNA independente que nao se
enguadra na mesma forma de avaliar a variacdo do conteudo G+C.

Para determinar esse viés de dinucleotideo foi implementado uma adaptacao
das formulas de analise de Samuel Karlin (2001), que resumidamente divide todo o
genoma em cluster de seis ORFs consecutivas para efetuar os calculos tanto dos
cluster quanto das regides. Para genes de mobilidade, tais como integrases e
transposases, sdo derivadas das anotacdes dos genomas, e a presenca de tRNAs é
proveniente da implementacdo do software tRNAscan-SE para sua identificacao
(HSIAO et al., 2003).

Anotacdes externas de genes relacionadas a varios fatores sao derivados de
outros bancos e se encontram implementados nos resultados finais. Para fatores de
viruléncia, a informac&o sobre os genes € obtida através de trés banco de dados. O
primeiro VFDB — Virulence Factor Database (CHEN et al., 2012), para genes voltadas
a fatores de viruléncia; O segundo contém genes curados manualmente denominado
de VICTOR’S — Virulence Factors; O terceiro possui tanto fatores de viruléncia quanto
de resisténcia a antibidticos chamado de PATRIC - Pathosystems Resource
Integration Center (WATTAM et al.,, 2014). Para os genes relacionados com
resisténcia a antibiéticos e genes homélogos a este fator, se faz uso do banco CARD
- Comprehensive Antibiotic Resistance Database (MCARTHUR et al., 2013). Por fim,
para fatores de patogenicidade é utilizado um suplemento web contendo inUmeras
anotacdes de genes relacionados (HO SUI et al., 2009).

Esta ferramenta possui uma interface integrada para identificacao
computacional e visualizagdo de ilhas gendmicas via Web, sendo também um banco

de dados contendo Gls de organismos bacterianos e archaea.
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Todas as paginas web foram escritas em PHP com scripts em Pearl para rodar
processos dinamicos, nao possuindo restricdo de navegadores de internet.

Para armazenar os dados pré-computados das Gls, o IslandViewer3 faz uso
de servidores MySQL. Esses dados séo provenientes de todos os genomas completos
depositados no NCBI - National Center for Biotechnology Information utilizando o
MicrobeDB, o qual é atualizado conforme novos dados sejam depositados. Todos 0s
meétodos de predicdo sdo rodados em paralelo para cada hovo genoma depositado ou
atualizado, para que 0s processos sejam executados rapidamente.

Os arquivos de entrada para a realizac&o das predi¢cdes devem ser inicialmente
enviados para o banco, através do upload do genoma de interesse para estudo. Os
formatos aceitos sdo .GBK e.EMBL. O usuario pode determinar o nome do genoma
de teste para identifica-lo melhor e atribuir um e-mail para receber os resultados apés
processamento, porém € opcional. Com a auséncia de qualquer endereco de e-mail
para recebimento dos dados, é possivel acompanhar 0s processos através do
endereco da URL (Localizador Uniforme de Recursos) aberta logo apds a aceitacao
do genoma para analise. Nesta pagina o usuario pode visualizar, a partir de um
fluxograma, em que momento se encontra 0 seu genoma nas ferramentas de
predicdo, podendo estar pendente, processando, completo ou com erro. Todos 0s
resultados sdo armazenados no préprio banco do IslandViewer3 por um periodo de
um més, contando a partir do dia da submissdo do genoma. Drafts de genomas
também sdo aceitos para andlise, € recomendado diminuir 0 maximo numero de
contigs possiveis para reduzir falsas predicdes e perdas de Gls. A ordenacédo dos
contigs sera realizada através do Mauve Contig Mover (RISSMAN et al., 2009).

Os arquivos de saida da ferramenta sdo variados podendo ser visualizados na
prépria pagina web e algumas informacdes podem ser baixadas. Um dos resultados
€ uma plotagem interativa do genoma de estudo, tanto circular como horizontal,
através do software implementado IslandPlot, desenvolvido em D3 Javascript Library.
Os usuéarios podem escolher qual metodologia de predicdo e anotacdes externas
devem ser exibidas na plotagem. Ao clicar nas Gls candidatas presentes na imagem,
€ atualizado o genoma horizontal na regido de interesse, mostrando todos os genes
presentes naquela ilha com a descricdo do método de predicdo, fatores a ele
relacionados se houver (viruléncia, resisténcia, patogenicidade), nome do gene,
namero de acesso no NCBI com link direto e nome do produto. Logo abaixo em uma

tabela se encontra informac¢des como posicéo inicial e final da ilha no genoma, o seu
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tamanho, o método de predigéo utilizado divididos por cores (vermelho corresponde
aos meétodos integrados, em verde IslandPick, laranja SIGI-HMM, azul IslandPath-
DIMOB) e um link direto para a plotagem interativa do genoma circular mostrando as
informacdes dos genes descritas anteriormente.

E possivel baixar todas as informacdes contidas nas ilhas separando por
métodos de predi¢do ou integrados em formato tabulado, contendo a descri¢cdo da
posicéo inicial e final da ilha, o seu tamanho, o método de predicdo, nome do gene
com sua locus tag, posicdo e sentido na fase de leitura (Forward/Bacward). As
anotacdes provenientes de outros bancos também estdo presentes nos mesmos
formatos, trazendo dados sobre cada CDS relacionado com alguns dos fatores de
interesse, contendo o numero de acesso no NCBI, nome e link do banco com o
produto encontrado descrevendo caracteristicas daquele gene, funcéo e referencia
bibliogréfica. As sequéncias das ilhas podem ser adquiridas em formatos .GBK e
também em .FASTA podendo ser separados de acordo com os métodos de predicdo
ou em conjunto.

O banco ainda disponibiliza a op¢do de baixar os dados de cada ilha
separadamente. A imagem do genoma circular e horizontal também pode ser
exportada em formato .PNG e .SVG. Além disso, o Islandviewer3 possui uma Toolbox
na pagina de resultados que pode ser utilizada pelo usuério para procurar por genes
especificos, visualizar dois genomas para estudo e comparacdo, e opgcao para
escolher o genoma de referéncia utilizado na andlise pelo método IslandPick. Isto
mostra automaticamente organismos estreitamente relacionados, podendo ser a

critério do pesquisador.

2.6.5 Zisland Explorer

Desenvolvido em Tianjin University Biolnformatics Centre na China, o Zisland
Explorer utiliza estratégias diferentes para predicdo de ilhas gendmicas. E uma
ferramenta de anotacdo nao supervisionada e dependente de algoritmo para
segmentacdo automatizado. O Zisland Explorer implementa o software GC+Profile
para dividir toda a sequéncia do genoma em varios fragmentos para posterior analise.
Essa abordagem combina homogeneidade de sequencias dentro de cada ilha e

heterogeneidade das composi¢des de sequéncia (WEI et al., 2016).
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Com as possiveis variacdes na composi¢cdo de bases ao longo de todas as
sequencias codificantes e ndo codificantes, a estrutura gendmica dos organismos
podem ser afetadas. GC-Profile amplia o conceito de organizacdo do genoma
elaborando um novo meétodo para segmentacdo baseado na divergéncia das
sequencias. Com as posi¢des dessas sequencias divergentes é possivel gerar uma
representacdo gréfica para estipular a variagdo do conteido G+C permitindo assim
estabelecer relacdes bioldgicas funcionais dos genes presentes naquela regiao (GAO;
ZHANG, 2006).

O Zisland Explorer adota uma estratégia de trés fases de analise para identificar
as Gls candidatas. A primeira fase, consiste no processo de segmentacdo de toda a
sequéncia do genoma de acordo com sua homogeneidade do conteido G+C. Com o0s
fragmentos de DNA identificados, a proxima fase € identificar os dados pertencentes
ao core genoma antes de realizar a predicdo das Gls. Para isso, a segunda fase é
subdividida. No primeiro momento, ocorre a criagcéo de cluster contendo os fragmentos
do core genoma utilizando a heterogeneidade do conteido G+C entre eles e todo o
genoma. Ja no segundo momento, outro cluster € gerado, mas sendo resultante da
analise da homogeneidade do conteudo G+C com o do core genoma que se encontra
dentro de cada segmento. Cada cluster contendo os fragmentos do core genoma
possui menos heterogeneidade e homogeneidade de conteddo G+C. Obtidas essas
informacdes as Gls sdo entdo identificas possuindo um ponto de corte em relacédo ao
seu tamanho, mantendo somente ilhas com um comprimento entre 2 e 400 kb no
resultado das predi¢cdes (WEI et al., 2016).

Este software foi desenvolvido para multiplas plataformas com interface gréfica,
podendo ser executado em Windows, Linux e Mac possuindo também uma aplicacéo
Web. Nenhum requerimento de hardware computacional se encontra descrito que seja
minimo ou recomendado para roda-lo in house e os navegadores de internet para
analises via Web, ndo possuem restricdes. A ferramenta necessita de alguns modulos
essenciais de linguagem de programagéo para instalagao, sao eles: Python 2.0 ou
superior, Biopython e Matplotlib. E ausente de qualquer pré-processamento dos
dados, assim como a necessidade de baixar ou se conectar a qualquer banco de
dados para realizar as predic¢oes.

Os arquivos de entrada devem ser em extensao .FNA em formato FASTA, com

as sequencias do genoma em nucleotideo, e um arquivo com todas as informacdes
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relacionados as proteinas presentes no organismo de estudo derivada da extenséo
PTT.

Os arquivos de saida se apresentam de duas formas tanto para as ferramentas
in house quanto aplicacdo web. O primeiro, em extenséo .TXT, possui informacdes
como posic¢ao inicial e final da Gl no genoma, seu tamanho correspondente, o nimero
de genes presentes dentro da Gl e um score determinando o quanto aquela regido
possui de heterogeneidade e homogeneidade de conteudo G+C. E o segundo arquivo
€ uma plotagem em grafico de linha identificando a variacdo de heterogeneidade e

homogeneidade de conteddo G+C de cada ilha predita no decorrer do genoma.

2.6.6 Predict Bias

Este software foi desenvolvido no laboratério de bioinformética da Devi Ahila
University, Indore na india capaz de identificar ilhas gendmicas e de patogenicidade
em organismos procariotos a partir da avaliacgdo de composicdo de sequéncia,
presenca de elementos de insercdo, genes relacionados a fatores de viruléncia e
auséncia dos mesmos em espécies ndo patogénicas. Para identificar os genes com
essas caracteristicas, foi criado um banco de dados interno, o VFPD (A profile
database of virulence factors), com o objetivo de buscar a presenca desses genes no
genoma através da execucdo do RPS-BLAST (Reversed Position Specific - Basic
Local Alignment Search Tool) nas regides de interesse, cruzando as informacdes
encontradas com o banco (PUNDHIR; VIJAYVARGIYA; KUMA, 2008).

Para as predicdes de genes tRNA e mobilidade como integrases e
transposases, o0 Predict Bias faz uso das anotacdes do proprio genoma para
determina-los. Nas andlises de composicdo de sequéncia como conteido G+C,
dinucleotideos e cédons é realizado através de cluster de seis ORFs. Esses cluster
séo formados a partir do modelo de janela deslizante (sliding window shifting) baseado
na leitura de uma ORF por vez para estimar cerca de 1.500 codons ou 4,5 kb, que irdo
corresponder a cerca de 6 a 8 ORFs para montar o cluster. Com essas informacgodes é
possivel estimar o desvio do conteudo G+C ao longo do genoma. Para os calculos
relacionados a composi¢ao de dinucleotideo e codons, os autores implementaram os
métodos e férmulas desenvolvidos por Samuel Karlin (2001). As regides candidatas a
Gls sao denotadas entdo a partir de cluster consecutivos contendo seis ORFs com

valor acima do limiar sobre o desvio do conteido G+C e composi¢ao dos dinucleotideo
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e cédons (PUNDHIR; VIJAYVARGIYA; KUMA, 2008). O valor limiar foi obtido através
da analise de setenta e trés ilhas genémicas provenientes do banco de dados Islander
a partir de cinquenta e dois genomas bacterianos depositados (MANTRI; WILLIAMS,
2004).

A classificacdo das ilhas de patogenicidade é feita pela comparacdo da
presenca de genes relacionados a fatores de viruléncia nas regides candidatas a Gl,
a partir da pesquisa por similaridade entre esses genes e o0 banco de dados VFPD.
Os dados de todas as familias de proteinas relacionados com viruléncia sdo
originarios do banco de dados PFAM e PRINT pesquisando por palavras chaves como
‘Virulence', 'Adhesin’, 'Siderophore’, 'Invasin’, 'Endotoxin’, e 'Exotoxin’. Se apenas um
gene se encontrar presente dentro do banco, essa Gl passa a ser classificada como
PAIl. Regifes que ndo atingiram o valor limiar das composicfes de sequéncia, mas
possuem genes similares depositados no banco, irdo ser classificadas como PAI- sem
composicao de sequéncia (unbiased composition ) (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN,
2010).

Esta ferramenta € uma aplicacdo web desenvolvida por Devi Ahilya, no
laboratério de Biotecnologia da Universidade Indore, india. Foi implementada
utilizando ASP.Net e linguagens de programacédo como Pearl e C++, rodando em 1IS
web server, utilizando o SQL server database. Nao possui restricdes de navegadores
de internet para utilizacdo. Esta aplicacdo trabalha ainda, de certa forma, como um
banco de dados, armazenando os resultados dos genomas que ja foram submetidos
para analise, de modo que qualquer novo genoma enviado para estudo que nao se
encontre ja depositado ira ser implementado no repositorio.

O arquivo de entrada deve ser em extensao .GBK, contendo toda a sequéncia
do genoma e suas devidas anotacdes. O usuario pode optar por alterar os valores de
limiar do contetdo G+C e composicdo de dinucleétideo e codons antes de submeter
os dados para andlise.

Os arquivos de saida da ferramenta na aplicagdo web estdo dispostas pela
identificacéo a partir da composicao de sequéncia (biased composition), seguidas das
ilhas identificadas, e também dados das predicdes que ndo atingiram o valor limiar
necessario, porém contendo genes de viruléncia, sendo classificadas como (unbiased
composition). Os resultados demonstram o inicio e final da ilha no genoma pela
posicdo da locus tag correspondente, com a opcao de estender as informacdes de

cada ilha, é possivel ser visualizado todos os valores da alteragdo de composicao
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identificados para cada CDS e seu nome, juntamente com os genes identificados pelo
banco VFPD. Nesta fermenta consta ainda a possibilidade de realizar comparacao de
genomas, além de possuir uma arvore filogenética de espécies para pesquisa.

Para os arquivos de saida que podem ser baixados da aplicacdo, consta um
arquivo em extensdo .TXT e .HTML com todas as informagdes das ilhas descritas
anteriormente e plotagens de graficos em barras de todos os clusters identificados

com suas respectivas alteracdes nas composicdes, em extensao .HTML e .PNG.

2.7 BANCO DE DADOS ILHAS GENOMICAS

Ha uma grande variedade de predi¢cdes depositadas em bancos de dados que
podem ser acessadas diretamente via web. Esses resultados podem ser comparados
com os dados que o usuario obteve, utilizando as ferramentas de predicdo ou
metodologias abordadas, para inferir qualidade dos dados obtidos ou depositados nos
bancos. E versatil principalmente para aqueles usuarios que nédo estéo familiarizados

com programas via de comando e linguagem de programacao.

2.7.1 Database of Genomic Island — D.G.I

Este banco foi criado a partir dos resultados provenientes da ferramenta Gl
Hunter (CHE; WANG; FAZEKAS, 2014), desenvolvida pelos mesmos criadores do
banco. Contém informacdes das ilhas gendémicas e dados das predic6es, como
posicéo inicial e final da ilha no genoma, assim como seus produtos presentes, IVOM
(motivos de ordem variavel e interpolados) score , densidade dos genes, distancia
intergénica, genes altamente expressos, e presencas tRNA e elementos moveis, tais
como integrase, transposase. Possui mais de dois mil genomas bacterianos
depositados. Os dados de cada organismo sdo derivados do NCBI (Centro Nacional
de InformacBes Biotecnoldgias). Para cada genoma depositado € gerado uma
plotagem circular do genoma a partir do software GIV (Genomic Island Visualization)
(CHE; WANG, 2014) representando cada ilha.
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2.7.2 Islander

Possui cerca de quatro mil ilhas depositadas de genomas bacterianos, archaea
e plasmideos. Contém informac¢des como o0 niumero de acesso do organismo no NCBI,
taxonomia do organismo; tamanho da ilha, sitio de integracéo (presenca de tRNA),
contetdo G+C, posicao inicial e final da ilha no genoma e orientacdo, sequéncia em
nucleotideos da ilha, e descricdo dos produtos presentes na regido de interesse
(HUDSON; LAU; WILLIAMS, 2015).

2.7.3 IslandViewer3

Disp0Oe de resultados pré-computados de genomas bacterianos e archea pelos
métodos IslandPick (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2008), IslandPath-DIMOB
(HSIAO et al., 2003), e SIGI-HMM (WAACK et al., 2006) e também o usuario pode
submeter o seu proprio genoma de estudo para analise. Contém um grafico interativo
do genoma circular, disponibilizando varias informacfes das ilhas dispostas na
plotagem, como descricdo dos genes presentes, numero de acesso no NCBI, posi¢ao
inicial e final da ilha. Possui também anotacfes externas de outros bancos, como
VFDB — Virulence Factor Database (CHEN et al., 2012), VICTOR’S - Virulence
Factors, PATRIC - Pathosystems Resource Integration Center (WATTAM et al., 2014),
CARD - Comprehensive Antibiotic Resistance Database (MCARTHUR et al., 2013),
para relacionar genes encontrados nas ilhas com fatores de viruléncia, resisténcia a
antibioticos e patogenicidade. E possivel baixar os dados das predi¢cdes assim como

a plotagem do genoma circular (DHILLON et al., 2015).

2.7.4 Pathogenicity Island Database - PAIDB

Este banco de dados é voltado para ilhas de patogenicidade (PAIs) e ilhas de
resisténcia a antibioticos (REIs), sendo possivel enviar genomas para analise. Contém
cerca de 200 PAls identificadas e 80 REls a partir de dois mil genomas bacterianos
originarios do NCBI. Apresenta uma plotagem circular do genoma e varios dados
sobre as ilhas, como o0 numero de acesso no NCBI, conteddo G+C, posic¢éo inicial e

final no genoma e seu nome na literatura se disponivel, tamanho da ilha, sitio de
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insercdo (tRNA correspondente), numero de ORFs e sua descricdo e regides
homologas em outros organismos (YOON; PARK; KIM, 2015).

2.7.5 Pre-Gl

Compreende cerca de 26,000 ilhas identificadas em 2,000 genomas de
bactérias, archea e plasmideos, possibilitando ao usuario enviar seu genoma de
estudo para analise. Na apresentacdo de seus resultados € possivel visualizar uma
plotagem do genoma circular interativo, contendo informagdes como, G+C, inicio e
final da ilha no genoma, tamanho, descricdo dos genes presentes, link para outros
bancos (PAIDB, IslandViewer3), sequéncia da ilha em formato genbank. Este banco
também provém de informac@es sobre a presenca de ilhas gendmicas em eucariotos,

contendo algumas predicdes (PIERNEEF et al., 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho é de carater qualitativo e quantitativo. Buscamos avaliar
ferramentas de predi¢cées de ilhas gendmicas utilizando conjunto de organismos,
considerando seus diferentes resultados e buscando a melhor estratégia de predicao.

Pesquisas de revisdo bibliograficas sdo fundamentais para a comunidade
cientifica, pois estas favorecem o esclarecimento de lacunas no conhecimento
resultantes de diversas pesquisas ja realizadas por outros autores (SAMPAIO,
MANCINI, 2007).

FIGURA 8. PROCESSOS DE ELABORAGAO DA PESQUISA
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FONTE: O autor (2017).

NOTA: Protocolo da pesquisa incluindo os itens de selecgéo,
tratamento e validagao dos dados, analise e interpretacéo dos
resultados, seguido do processo final de concluséo.
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A Figura 8 apresenta o workflow dos principais passos do processo desta

pesquisa.

3.1 CRITERIOS PARA ESCOLHA DOS PREDITORES E SELECAO DE ARTIGOS
CIENTIFICOS

Para a escolha das ferramentas de predicdo, os seguintes critérios foram
estabelecidos: 1) € necessério que o software seja livre; 2) disponivel para uso local
ou web; 3) devendo ser independente/stand alone e; 4) publicado a menos de trés
anos ou com mais de vinte citagées nos ultimos trés anos.

A tabela 1 descreve as ferramentas escolhidas, o nimero de citacdes dos
artigos nos trés ultimos anos a partir do seu ano de publicacdo encontrados nas bases
de dados Google Scholar, Web of Science e Scopus, na data de 07/03/2016.

TABELA 1 - NUMERO TOTAL DE CITACOES DAS FERRAMENTAS NOS ULTIMOS TRES ANOS

Preditores Google Scholar Web of Science Scopus Total Ano de publicacao
Alien Hunter 81 52 56 189 2006

Gl Hunter 0 0 0 0 2014

GIPSy 0 0 0 0 2016
IslandViewer3* 216 147 122 485 2009,2013, 2015
Predict Bias** 4 2 2 8 2008

Zisland Explorer 6 0 0 6 2016

FONTE: O autor (2017).

NOTA: IslandViewer3* possui trés artigos de publicacdo sobre atualizacdo do banco e metodologias
sendo indicados na tabela o nimero total de cada um. Predict Bias** foi incluido, mesmo ndo atendendo
0s critérios relativos ao numero de citagdes e ano de publicacdo, devido a ferramenta GIPSy ter
utilizado para comparacéo de resultados em sua publicacao.

As ferramentas que ndo conseguiram atingir os critérios, seguidas de seu ano
de publicacdo e numero total de citacdes nos ultimos trés anos sao: Centroid (2007)
com 19 citacbes; Gl Detector (2010) com 11 citacdes; INDeGenlUS (2010) com 10
citacbes; EGID (2011) com 12 citagOes; IGIPT (2011) com 4 citacdes; GIST (2012)
com 17 citagdes.



3.2 CRITERIOS PARA ESCOLHA DOS ORGANISMOS TESTES

Para a escolha dos organismos, identificamos todos os conjuntos de testes
utilizados pelos autores das ferramentas em suas publicacdes. Optamos por escolher
organismos similares que foram testados em mais de uma ferramenta. Os organismos
que possuem interesse para pesquisas junto ao laboratério de Bioinformatica da
UFPR (Aeromonas hydrophila e Streptococcus pneumonae),

selecionados.

Na tabela abaixo (tabela 2), estéao retratados os organismos escolhidos para o

presente trabalho, juntamente com uma breve descricdo. A descrigdo taxondmica

completa de cada organismo se encontra disponivel anexo 1.

TABELA 2 - DESCRICAO DOS ORGANISMOS SELECIONADOS

também foram

Organismo Acesso NCBI G+C% GRAM +/-
Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129 NC_002935.2 53,50 +
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 NC_003450.3 53,80 +
Streptococcus agalactiae NEM316 NC_004368.1 35,60 +
Streptococcus mitis B6 NC_013853.1 40,00 +
Streptococcus pyogenes M1 GAS NC_002737.2 38,50 +
Streptococcus pneumoniae R6 NC_003098.1 39,70 +
Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325 NC _007795.1 32,90 +
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 NC_000913.3 50,80 -
Escherichia coli CFT073 NC 004431.1 50,50 -
Escherichia coli O157:H7 Sakai NC _002695.1 50,50 -
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 NC_016845.1 57,50 -
Salmonella enterica subsp. serovar Typhi str. CT18 NC_003198.1 52,10 -
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 NC_008570.1 61,50 -
Pseudomonas aeruginosa PAO1 NC_002516.2 66,60 -
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor N16961 chromosome | NC _002505.1 47,70 -
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor N16961 chromosome |l NC _002506.1 46,90 -

FONTE: O autor (2017).

3.3 FORMATO DE CODIFICACAO DAS INFORMACOES GENOMICAS

Todas as sequéncias genbmicas dos organismos selecionados foram
adquiridas da base de dados NCBI. Foram baixados diversos arquivos com diferentes

extensoes, referentes aos arquivos necessarios para se utilizar nas ferramentas de
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predicdo. Entre eles, .GBK, .FASTA, .FNA, .PTT, .RNT. Todos os dados pertencem a
genomas completos.

A relacdo do numero de acessos dos organismos no NCBI, nivel de montagem,
instituicdo de envio, data da submissao, arquivos baixados e suas respectivas datas

de aquisicdo, se encontram no anexo 2.

3.4 CONJUNTO DE DADOS PADRAO OURO

Com base no conjunto de organismos escolhido para nossos testes, buscamos
identificar ilhas genbmicas que ja estavam comprovadas a partir de analises in vitro
e/ou in vivo, a fim de avaliar a sensibilidade e preciséo das ferramentas com dados de
referéncia. Pesquisando na literatura, estudos evidenciaram dezesseis ilhas

gendmicas identificadas em Escherichia coli estirpe CFT073 relatadas em trés artigos.

3.5 CONTEXTO HISTORICO DO ORGANISMO PADRAO OURO

Em 2007, Lloyd e colaboradores isolaram o organismo a partir de amostra de
sangue de um paciente admitido na Universidade de Maryland para tratamento. Com
base na sequencia gendmica da Escherichia coli CFT073, técnicas de PCR e
microarrays foram utilizadas com analises de hibridizacdo comparativa para estudo
do organismo. Para esta pesquisa outros isolados foram usados para comparacao
contra a E. coli CFT073, sendo a E. coli K-12 MG1655 utilizado como controle. As
andlises revelaram a presenca de sete PAIs com seus genes de viruléncia
determinados, trés Gls, e trés ilhas contendo DNA predominante de bacteriéfagos,
sendo identificas 13 ilhas (LLOYD; RASKO; MOBLEY, 2007).

Com base nas pesquisas anteriores, Lloyd e colaboradores em 2009,
realizaram testes para aferir a capacidade dessas bactérias contendo ilhas colonizar
e causar infeccdo no trato urinario em ratos. Das treze ilhas identificas no estudo
anterior, onze foram individualmente eliminadas do genoma e nove ilhas mutantes
isogénicas foram testadas (LLOYD et al., 2009). As ilhas mutantes foram construidas
a partir de lambda red recombinase system (DATSENKO; WANNER, 2000).

No ano de 2011, Vejborg e colaboradores, afim de pesquisar a diversidade dos
fatores que levam a causa da infec¢ao urinaria, compararam o perfil genémico de 45

estirpes de E. coli, juntamente com trés estirpes de referéncia, sendo a E. coli CFT073
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uma delas. Identificaram as trezes ilhas descritas nas pesquisas anteriores além de
outras trés ilhas com fatores relacionados com a viruléncia, contabilizando 16 Gls no
total (VEJBORG et al., 2011).

A tabela a seguir (tabela 3) apresenta os dados das ilhas curadas in vitro da
E.coli CFT073 obtidos através dessas pesquisas.

TABELA 3 - DADOS DAS Gls, PAls E REGIOES COM DNA DE BACTERIOFAGOS CURADOS IN
VITRO DO ORGANISMO DE REFERENCIA Escherichia coli CFT073

llhas Nome da ilha Locus Tag, CDS, tRNA; G+C,

1 GI-CFT073-leuX ¢5386-c5371 15 leux 48.15%
2 PAI-CFT073-pheU c5216-c5143 61 pheU 47.57%
3 GI-CFT073-selC c4581-c4491 70 selC 47.04%
4 PAI-CFTO073-pheV €3698-c3556 124 pheV 47.08%
5 PAI-CFT073-metV €3410-c3385 25 metV 53.37%
6 ¢@-CFT073-smpB ¢3206-c3143 49 49.32%
7 GI-CFT073-cobU €2528-c2482 37 49.68%
8 GI-CFT073-asnW c2475-c2449 26 asnw 53.12%
9 PAI-CFTO73-asnT €2436-c2418 15 asnT 58.27%
10 PAI-CFTO073-serU €2416-c2392 19 serU 37.65%
11 PAI-CFT073-icdA c1601-c1518 74 50.23%
12 @-CFT073-ycfD c1507-c1481 14 49.78%
13 ¢-CFT073-potB €1475-c1400 51 50.97%
14 PAI-CFT073-serX €1293-c1165 102 serX 48.76%
15 ¢@-CFT073-b0847 c0979-c0932 42 50.45%
16 PAI-CFT073-aspV c0368-c0253 83 aspV 47.43%

FONTE: Adaptado de VEJBORG et al., 2011.

NOTA: ; (Identificadores aplicados a cada gene), , (NUmero de sequencias codificadoras), ; (acido
ribonucleico de transferéncia), , (Porcentagem de conteddo guanina e citosina na regido), Gl (ilhas
gendmicas), PAI (ilhas de patogenicidade), ¢ (ilhas contendo predominéncia de DNA bacteri6fagos).

3.6 SINTESE DE FUNCIONAMENTO DOS PREDITORES

Primeiramente, para cada ferramenta, foi descrita um breve histérico de sua
utilidade e metodologia, bem como seus requisitos de funcionamento. As principais
caracteristicas foram contempladas de maneira detalhada, assimilando com os
conceitos bioldgicos relacionados.

Para avaliarmos as semelhancas e diferencas, envolvendo as estratégias para

predicdo de cada preditor, escolhemos trés organismos do conjunto de dados de
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interesse, sendo eles Streptococcus pneumoniae R6, Escherichia coli CFT073 e
Aeromonas hydrophila ATCC 7966.

3.7 VALIDACAO DAS ILHAS GENOMICAS

Para estudar e verificar a composicdo e posicdo das ilhas genbmicas,
utilizamos o software Artemis. O Artemis € um software para visualizacdo e anotacao
de genomas, que disponibiliza varias leituras abrangendo uma mesma regido da
sequéncia genbmica. Possibilita ainda analise de populacbes de organismos,
variagoes estruturais e transcriptomas (CARVER, et al., 2012).

Para isso, realizamos um levantamento total das ilhas do padréo ouro, a fim de
comparar com todos os preditores, incluindo a contagem de CDSs e composicdo. A
comparacdo das ilhas em relacdo a cada preditor foi esclarecido na analise e

discusséo dos resultados desta pesquisa.

3.8 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

A partir das analises dos dados e da avaliacdo qualitativa dos preditores, foram
realizadas tabelas para auxiliar na interpretacéo e entendimento do leitor. Como parte
da analise quantitativa, utilizamos o software Excel para gerar gréficos, a fim de
representar visualmente as propor¢des de cobertura dos preditores em relacdo as

ilhas gendmicas dos organismos.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE QUALITATIVA DOS PREDITORES — RECURSOS

Todas as ferramentas analisadas possuem uma caracteristica em comum em
seus dados de saida, contendo posicao inicial e final da ilha predita. Com isto, é
possivel fazer uso de softwares externos para expandir a pesquisa, e se aprofundar
no conteudo contido nas regides de interesse. No entanto, algumas ferramentas
possuem recursos que melhoram a compreensdo dos resultados, seja de forma
integrada ou ocorrendo um pré-processamento dos dados, para utilizar em outra
ferramenta externa.

Alien Hunter, oferece ao usuério a possibilidade de otimizar seus resultados
para serem usados em conjunto com a ferramenta de visualizagcdo de genomas
Artemis. Com isso, € possivel identificar as areas correspondentes como regides
atipicas do genoma, sendo destacadas em cores na visualizacdo dos dados. Devido
seu arquivo de entrada ser somente .FASTA, possibilita analises em genomas recém
sequenciados.

Gl Hunter possui uma ferramenta integrada para visualizacdo dos resultados,
Genomic Island Visualization - GIV, demonstrando as ilhas identificadas em uma
imagem do genoma circular, em suas devidas posicoes. As extensdes de arquivos de
entrada dessa ferramenta é um dos problemas que alguns softwares estao passando
devido atualizacdo do NCBI. Os arquivos .PTT, .RNT, jA ndo estdo sendo
disponibilizados pelo NCBI. Agora essas duas extensdes sdo fundidas em apenas
uma, dificultando o uso da ferramenta devido a necessidade de separar essas
informacdes através de outros programas.

Islandviewer3 possui uma plotagem interativa do genoma, proporcionando ao
usuario uma visdo ampla de todas as ilhas preditas, com seus devidos produtos e
caracteristicas, indicando genes que possuem relagcdes com fatores de viruléncia,
patogenicidade e resisténcia a antibioticos. Esta ferramenta € a Unica que possibilita
analises a partir de drafts genoma utilizando as mesmas metodologias para predi¢cao
em genomas completos.

Predict Bias, proporciona uma visdo de todo o genoma, com graficos dos
clusters e suas alteracdes nas composicdes de sequéncia. Classifica as ilhas sendo

patogénicas ou ndo patogénicas, e contem op¢do para andlise de comparacédo de
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genomas e geracao de arvores filogenéticas. Predict Bias tenta mesclar as duas das
principais abordagens para identificar ilhas genémicas. Com a opcao para analise
comparativa do genoma estudado € possivel identificar regides candidatas a Gls em
outros organismos, e pela construcdo das arvores filogenéticas aferir relacdes
evolutivas entre varias espécies que possam ter um ancestral comum.

Zisland Explorer apresenta uma plotagem da variacdo do contetdo G+C ao
longo do genoma destacando as regides candidatas a Gls. Possui arquivos de entrada
semelhantes a Gl Hunter, contudo, a ferramenta possui op¢ao para se utilizar somente
0 .FNA, ficando ausente da necessidade de outros softwares para gerar o arquivo
PTT.

GIPSy é a unica ferramenta que ndo apresenta qualquer recurso visual dos
resultados, por outro lado, é capaz de classificar as Gls com suas devidas funcodes.

Esta ferramenta faz uso de véarias metodologias integradas para atribuir e
categorizar cada Gls identificadas. Devido a necessidade da utilizagdo de um genoma
de referéncia para analise, em conjunto com o seu organismo de estudo, muitas vezes
€ inviavel, pelo fato de haver poucos organismos de referéncia disponiveis.

Na tabela abaixo (tabela 4), constam algumas informagdes sobre os preditores,
tais como, plataforma necessaria para uso, arquivos de entrada e saida. O anexo 3,

possui descricdo dos softwares e seus recursos internos e externos.

TABELA 4 - CARACTERISTICAS DESCRITIVA DOS PROGRAMAS PARA PREDICAO DE Gl

Preditor Plataforma Formato de entrada Formato de saida

Alien Hunter Linux .FASTA .TXT/.PLOS/.SCO
Gl Hunter Linux .FNA/.PTT/.RNT TXT /PLOT

GIPSy Linux / Windows .GBK /.EMBL TIXT

IslandViewer 3 Web .GBK / .EMBL .GBK/.FASTA/.PLOT
Predict Bias Web .GBK TXT /.PLOT /HTML
Zisland Explorer  Linux / Windows / Web .ENA/ .PTT TIXT/.PLOT

FONTE: O autor (2017).

As ferramentas de predi¢ao de ilhas gendémicas possuem muitas caracteristicas
gue podem ajudar o usuario em suas pesquisas, como também prejudicar de certa
forma no decorrer das analises. Os preditores que sdo executados por linhas de
comando, normalmente exigem mais conhecimento do que aqueles com interface

grafica. Os arquivos de entrada e saida sao diversos. Algumas ferramentas como Gl
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Hunter e Zisland Explorer, fazem uso de algumas extens@es de entrada que j& ndo
sao disponibilizadas separadas pelo NCBI, necessitando de algum programa externa
ou script para retirar essas informacoes.

Para os arquivos de saida, a maioria das ferramentas possuem seus dados em
formatos .TXT, facilitando a demonstragcdo e manipulacdo dos dados. Alguns
preditores ainda trabalhando em conjunto com algumas ferramentas externas para
visualizacao de seus resultados em forma de graficos ou para pesquisa do contetudo
genético das ilhas identificadas, como no caso do Alien Hunter para com o Artemis.
Os gréficos de genomas circular e também interativos auxiliaram na compreensao dos
resultados, por exemplo, IslandViewer3. Este grafico do genoma circular interativa
possibilita ao usuario uma visdo geral de todas as ilhas preditas e 0s seus produtos
gue se encontram em cada uma dessas regides, ajudando nas identificacdes de
processos bioldgicos importantes.

A interpretagdo dos resultados varia entre as ferramentas. Algumas possuem
mais informa¢cBes do que somente a posicdo inicial e final da ilha do genoma, e
também predizem a funcao da ilha. A capacidade de classificar as regides de acordo
com as suas funcgbes é de grande importancia para entendimento do comportamento
dos organismos. As ferramentas que mostram tanto informagbes como posicoes
inicias e finais das ilhas, quanto em relacéo aos seus produtos e fun¢des relacionadas,
mostram ao usuario dados que podem ser relevantes para sua pesquisa e
entendimento do genoma estudado.

Na tabela abaixo (tabela 5), algumas das vantagens e desvantagens de cada
preditor sdo descritas.
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TABELA 5 - VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS PREDITORES DE ILHAS GENOMICAS

Preditores Vantagens Desvantagens

Alien Hunter Trabalha com genomas recém Na&o prediz funcdo das ilhas, nao
sequenciados, possui score de todas as detalha os produtos das ilhas, nédo
regibes candidatas a Gls em relacdo ao possui interface, necessita de outro
genoma total. programa para visualizar o contetdo

das ilhas preditas.

Gl Hunter Possui em seus arquivos de saida, uma Mostra somente a posicao inicial e
extensdo para se trabalhar diretamente final da ilha, ndo prediz funcdo, nao
com um visualizador de genoma circular detalhe o conteldo das regifes
desenvolvido pelo mesmo grupo da preditas, necessita de arquivos de
ferramenta. entrada com extenséo

ultrapassadas (.PTT/.RNT).

GIPSy Prediz a funcdo da ilha, possui Necessita de um genoma de

IslandViewer3

Predict Bias

Zisland Explorer

informacdes sobre os produtos presentes
nas regides identificadas, possui interface
gréfica.

Possui gréfico interativo das ilhas preditas,
sendo possivel visualizar informacdes dos
produtos que se encontram presentes,
exporta 0s dados das ilhas
individualmente (proteinas, genes), possui
classificagdo de genes associados a
funcBes de viruléncia, patogenicidade,
resisténcia.

Prediz funcdo de ilhas de patogenicidade,
possui informagbes de cada um dos
produtos das regides identificadas.

Possui grafico do contelido G+C das ilhas
presentes no decorrer do genoma, informa
o tamanho e a quantidade de genes
presentes nas Gls candidatas.

referéncia para rodar em conjunto
com o0 organismo de estudo,
exportacdo dos arquivos de saida
possui as informacdes misturadas.
N&o possibilita ao usuario a escolha
do genoma de referéncia para o
método IslandPick, possui alguns
resultados diferentes para o0s
mesmos organismos realizando o
upload do genoma em comparacao
com os dados ja depositado no
banco.

A posicdo inicial e final da ilha é
identificada pela locus tag do
primeiro e Ultimo gene presente no
genoma, e ndo a posi¢ao dos pares
de bases.

Necessita de arquivos de entrada
com extensdo ultrapassadas (.PTT).

FONTE: O AUTOR (2017).

4.2 AVALIACAO DE DESEMPENHO DOS SOFTWARES

Com o intuito de avaliar o desempenho das ferramentas escolhidas, se tratando

do tempo de execucado, analisamos dois genomas do nosso grupo de teste,

Pseudomonas aeruginosa PAOL1, contendo cerca de 6,264.404 bp, e Streptococcus

pyogenes M1 GAS, com 1,852.433 bp. Os dois organismos com mais pares de bases

e com menos pares de bases.

O grafico a seguir (Gréfico 1), demonstra o tempo de execu¢do em minutos de cada

ferramenta, comparando os dois genomas.
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GRAFICO 1 - RELAGAO SOBRE O DESEMPENHO DOS PREDITORES
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FONTE: O AUTOR (2017).

Alien Hunter obteve uma diferenca de trinta minutos do maior organismo para
0 menor, em contrapartida, GI Hunter que faz uso da mesma metodologia integrando
Alien Hunter em sua ferramenta, conseguiu diminuir essa diferenca para vinte e cinco
minutos. GIPSy possui noventa minutos de diferenca entre as anélises dos genomas,
contudo, como este software utiliza dois genomas para andlise (estudo e referéncia),
seu tempo de execucao pode ser variado.

Nas ferramentas web, acreditamos que a banda larga nao influencia
diretamente no tempo que se leva para realizar as analises, entretanto, esta
informacdo ndo consta nos artigos de publicacdo ou na pagina da ferramenta.
IslandViewer3 possui a maior diferenca de tempo de execugéo, cerca de cento e vinte
minutos entre os dois genomas. Devido a ferramenta passar por diversos processos
em suas andlises, esse tempo pode ser influenciado pela query que se encontra o
genoma, em relacdo a outros organismos que foram enviados anteriormente por

outros usuarios.
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Diferente do Predict Bias, seu tempo né&o foi influenciado pelo tamanho dos
genomas. Devido esta ferramenta, ser de certa forma, um banco de dados em
conjunto, pode-se esperar que algumas anotacbes ja poderiam estar pré-
processadas. Zisland Explorer, apresentou uma pequena diferenga, mas também nao
foi muito influenciada pelo tamanho dos organismos analisados. Em resumo, todas as
ferramentas apresentaram tempo de execucédo relativamente pequeno, e nenhuma

apresentou erros durante a execugéo.

4.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS DOS PREDITORES COM O PADRAO
OURO

Com o conjunto de dados estabelecido como “Padrdo Ouro”, do organismo
Escherichia coli CFT073, derivado das pesquisas relatadas nos trés artigos, (LLOYD;
RASKO; MOBLEY, 2007), (DATSENKO; WANNER, 2000). (VEJBORG et al., 2011),
buscamos identificar qual ferramenta conseguiu realizar as predicdes mais proximas
das dezesseis ilhas curadas in vivo.

Identificamos no primeiro momento a similaridade entre as ilhas curadas e das
preditas pelas ferramentas, com base no tamanho das ilhas do padréo ouro, a partir
de porcentagens de acertos entre 25%, 50% e 75% entre inicio e final da ilha pela
posicdo no genoma. Essas porcentagens devem constar a regido da ilha curada
sendo determinada pela regido da ilha predita. Na tabela abaixo (tabela 6), retrata o
namero de acertos dos preditores de acordo com a porcentagem de cobertura das
ilhas padréo ouro.

TABELA 6 - ILHAS PREDITAS PELAS FERRAMENTAS VERSUS 16 ILHAS CURADAS IN VITRO
ESCHERICHIA COLI CFTO073

Preditores 25%, 50%; 75%;
Zisland Explorer 3 3 3

GI Hunter 8 5 3
Predict Bias 9 7 6
IslandViewer3 14 14 13
GIPSy 15 14 13
Alien Hunter 15 14 13

FONTE: O autor (2017).
NOTA: 4, 2, 3 (Porcentagem em rela¢do ao tamanho da ilha, posicéo inicial e final e sua quantidade de
acertos por cada preditor).
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O grafico a seqguir (grafico 2) representa o total de ilhas identificadas pelas
ferramentas e a quantidade de ilhas pertencentes ao padrao ouro de acordo com a

porcentagem de 75% de acerto.

GRAFICO 2 - PREDIGAO TOTAL DAS ILHAS GENOMICAS EM ESCHERICHIA COLI CFT073 E
SUAS REGIOES SIMILARES AS ILHAS CURADAS IN VITRO

Escherichia coli CFT073 - 16 Gls Padrao Ouro

E. COLI CFT073
ZISLAND EXPLORER
GI HUNTER

GIPSY

Preditores

PREDICT BIAS

ISLANDVIEWER3

ALIEN HUNTER

Total de Gls identificadas pelas ferramentas e nimero de Gls similares ao padrao ouro

® Total de llhas Preditas ® llhas correspondentes ao Padrdo Ouro

FONTE: O AUTOR (2017).

Em um segundo momento, com base nos resultados obtidos, buscamos saber
quais desses preditores identificaram ilhas iguais e diferentes, com base na
porcentagem de 75%. Na figura do genoma circular (figura 9), criado a partir do
DNAPIotter da ferramenta Artemis, é possivel visualizar as dezesseis ilhas curadas in
vitro e sua disposi¢do no genoma, assim como, informagfes de conteudo G+C% do

genoma inteiro e de cada ilha, e quais ferramentas conseguiram identifica-las.
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FIGURA 9. REPRESENTACAO DO GENOMA CIRCULAR DE ESCHERICHIA COLI CFT073

Escherichia cofi CFT073 - 5,231.428 bp (G+C - 50.47%)
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FONTE: Adaptado do DNAPIotter da ferramenta Artemis, CARVER, et al., 2012.

NOTA: Regides das llhas genbmicas identificadas in vitro, analisadas a partir do software
Artemis. Gl: ilhas gendmicas; PAIl: ilhas de patogenicidade; ¢: ilhas contendo DNA
predominante de fagos.

Das dezesseis ilhas descritas no padrdo ouro, trés regides (19%) foram
identificadas apenas por uma ferramenta, (ilha 9) Alien Hunter, (ilha 10)
IslandViewer3, (ilha 12) IslandViewer3. Somente uma Unica ilha (ilha 16) em que todos
0s preditores conseguiram assimilar.

A primeira ilha representada pelo numero 1, € uma ilha gendémica, contendo
uma variagdo de G+C (48.15%), com tRNA associado (leuX), e possuindo uma
integrasse sendo ausente de transposases. A ferramenta GIPSy obteve resultado da
regido predita com conteudo G+C de 46.07%, conseguiu associar o gene de tRNA e

a integrase, contudo sua variacdo de G+C é resultante de aquisicdo de CDS a mais
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do que a ilha do padréo ouro. IslandViewer3 também conseguiu identificar esta regido.
Obteve um contetdo G+C de 48.77%, nao conseguindo associar o gene de tRNA e a
integrasse, podendo ter sua variacdo de G+C derivada pela perda de CDS em sua
predicao.

A segunda ilha representada pelo numero 2, € uma ilha de patogenicidade,
contendo uma variacédo de G+C (47.57%), com tRNA associado (pheU), e possuindo
3 integrase e 11 transposases. Entre as 4 ferramentas que identificaram esta regiao,
GIPSy e Alien Hunter obtiveram resultados mais significativos. GIPSy apresentou uma
variacdo de G+C de (47.44%), associou o0 gene de tRNA, juntamente como as
integrases e transposases presentes. Alien Hunter identificou uma variacdo de G+C
de (47.58%), associando também o gene de tRNA e os genes de mobilidade.

A terceira ilha representada pelo nimero 3, € uma ilha gendmica, contendo
uma variacao de G+C (47.04%), com tRNA associado (selC), e possuindo 2 integrase
e 10 transposases. Entre as 5 ferramentas que identificaram esta regidao, GIPSy, Alien
Hunter e IslandViewer3 tiveram melhores resultados. GIPSy apresentou uma variacao
de G+C de (47.29%), associou 0 gene de tRNA, juntamente como as integrases e
transposases presentes. Alien Hunter identificou uma variacédo de G+C de (47.20%),
associando também o gene de tRNA e os genes de mobilidade juntamente com
IslandViewer3, possuindo a mesma variagdo de conteudo G+C%, identificando os
mesmos produtos.

A quarta ilha representada pelo nimero 4, € uma ilha de patogenicidade,
contendo uma variagao de G+C (47.08%), com tRNA associado (pheV), e possuindo
3 integrase e 20 transposases. Entre as 5 ferramentas que identificaram esta regiao,
novamente, GIPSy, Alien Hunter e IslandViewer3 tiveram melhores resultados. GIPSy
identificou a regido com variacdo de conteudo G+C de (47.18%), juntamente com
todos os genes de mobilidade. Alien Hunter e IslandViewer3 obtiveram uma contetudo
G+C de (47.00%) e (46.98%) respectivamente, ndo conseguindo associar o gene de
tRNA em suas predi¢Ges e também 1 integrase que se encontrava presente.

A quinta ilha representada pelo niumero 5, é uma ilha de patogenicidade,
contendo uma variacdo de G+C (53.37%), com tRNA associado (pheV), e nao
possuindo integrase e transposases. Entre as 3 ferramentas que identificaram esta
regido, GIPSy, Alien Hunter tiveram melhores resultados. GIPSy apresentou uma
variacdo de G+C de (52.89%), associando o gene de tRNA presente e mais 2 tRNAs

gue se encontravam apoés o tRNA designado para ilha, podendo indicar o motivo da
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variacdo de G+C% se encontrar um pouco a baixo da ilha curada. Alien Hunter
identificou uma variacao de G+C de (53.48%), se aproximando mais do contetdo G+C
da ilha curada, mas néo associou o gene de tRNA.

A sexta ilha representada pelo numero 6, € uma ilha com grande presenca de
DNA bacteriéfagos, contendo uma variagdo de G+C (49.32%), gene de tRNA ausente,
e possuindo 1 integrase e 1 transposases. Entre as 4 ferramentas que identificaram
esta regido, Alien Hunter e IslandViewer3 tiveram melhores resultados. Alien Hunter
identificou esta regido com contetdo G+C de (48.99%) e IslandViewer3 com (49.15%).
Ambas as ferramentas assimilaram os genes de mobilidade presentes na ilha.

A sétima ilha representada pelo nimero 7, € uma ilha genémica, contendo uma
variacdo de G+C (49.68%), gene de tRNA ausente, e possuindo 1 integrase e 7
transposases. Entre as 3 ferramentas que identificaram esta regido, GIPSy obteve
melhores resultados. Seu contetdo G+C é de (49.42%), identificando todos os genes
de interesse da ilha.

A oitava ilha representada pelo niumero 8, € uma ilha genémica, contendo uma
variacdo de G+C (53.12%), com tRNA associado (asnW), e possuindo 1 integrase e
2 transposases. Entre as 4 ferramentas que identificaram esta regido, GIPSy e
IslandViewer3 tiveram melhores resultados. GIPSy obteve contetddo G+C de (53.03%)
e IslandViewer3 (53.38%). Somente GIPSy conseguiu identificar o tRNA associado e
todos os genes de mobilidade, ja IslandViewer3 néo identificou o tRNA juntamente
com a integrase presente na ilha.

A nona ilha representada pelo numero 9, foi identificada apenas pela
ferramenta Alien Hunter. E uma ilha de patogenicidade devido a presenca do gene
fyuA. Este gene promove a codificagcdo para o receptor de yersiniabactin, um
sideréforo encontrada em bactérias patogénicas. FyuA, possui grande importancia na
formacao de biofilmes em ambientes que séo desfavorecidos da presenca de ferro,
como por exemplo, a urina humana (HANCOK; FERRIERES; KLEMM, 2008). Esta
ilha contém quatorze CDS no total, sendo flanqueado pelo gene de tRNA (asnT)
seguido por uma integrase. A transposase se encontra no meio da ilha e fyuA em sua
extremidade. Alien Hunter ndo conseguiu identificar o gene de tRNA, mas assimilou a
presenca do gene fyuA em sua predi¢do. Em seu limiar de corte geral para identificar
as regides atipicas do genoma consta um Threshold de 11.44, e seu score atribuido
é de 18,24.
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A décima ilha representada pelo nuamero 10, foi predita apenas por
IslandViewer3. Também € uma ilha de patogenicidade pela presenca do gene tcpC,
responsavel por interferir na resposta imune inata do hospedeiro (ERJAVEC et al.,
2010). Contendo vinte e seis CDS em sua regido, sendo flanqueado pelo gene de
tRNA (serU), e uma integrase em sua outra extremidade, sendo ausente de
transposase. O gene tcpC, se encontra no meio da ilha. No entanto, na anotacao do
.GBK, este gene se encontra marcado como uma proteina hipotética. De acordo com
UNIPROT, o resultado derivado do BLAST deste produto em relagéo ao gene tcpC,
possui uma identidade de 100% com uma Query Length de 207 e Match Length de
307. IslandViewer3 conseguiu identificar toda a regiao e suas CDS.

A décima primeira ilha representada pelo numero 11, é uma ilha patogénica,
contendo uma variacdo de G+C (50.23%), gene de tRNA ausente, e possuindo 2
integrase e 4 transposases. Entre as 4 ferramentas que identificaram esta regiéo,
GIPSy e IslandViewer3 tiveram melhores resultados. GIPSy obteve um contetado G+C
de (50.02%) em sua predicdo e IslandViewer3 (48.97%). GIPSy conseguiu identificar
todos os genes de mobilidade, e IslandViewer3 associou 1 integrase e 2 transposases.

A décima segunda ilha, identificada apenas por IslandViewer3, é uma regiao
que contém predominancia de DNA proveniente dos bacteriéfagos. Esta ilha nédo
contem genes de tRNA e somente uma integrase.

A décima terceira ilha representada pelo nimero 13, € uma ilha com grande
presenca de DNA bacteriéfagos, contendo uma variacado de G+C (50.97%), gene de
tRNA se encontra ausente no artigo de referéncia das ilhas curadas in vitro, mas em
nossas analises identificamos 3 tRNAs nesta regido, possui ainda 1 integrase e 1
transposases. Duas ferramentas identificaram esta regido, GIPSy e Alien Hunter.
GIPSy obteve uma variacdo de conteudo G+C de (51.66%) e Alien Hunter (52.19%).
Ambas as ferramentas identificam os 3 genes de tRNA que se encontravam no meio
da ilha juntamente com a transposase, ficando ausente a identificacdo da integrasse
nas duas ferramentas.

A décima quarta ilha representada pelo nimero 14, é uma ilha de
patogenicidade, contendo uma variagcdo de G+C (48.76%), com tRNA associado
(serX), e possuindo 3 integrase e 12 transposases. Entre as 4 ferramentas que
identificaram esta regido, GIPSy, Alien Hunter e IslandViewer3 tiveram resultados
melhores. O conteudo G+C da ilha predita por GIPSy foi de (48.73%), Alien Hunter
(48.43%), IslandViewer3 (48.45%). Somente GIPSy conseguiu identificar todos os
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genes de interesse, e ambas as ferramentas Alien Hunter e IslandViewer3 nao
associaram o gene de tRNA e 1 transposase, entretanto todas as integrases foram
identificadas.

A décima quinta ilha representada pelo nimero 15, € uma ilha com grande
presenca de DNA bacteriéfagos, contendo uma variacdo de G+C (50.45%), gene de
tRNA ausente, e possuindo 1 integrase e nenhuma transposases. Duas ferramentas
tiveram resultados satisfatorios nesta regiao, GIPSy e Alien Hunter. O contetdo de
variacdo de G+C predito por GIPSy foi de (50.28%) e Alien Hunter (50.47%). Ambas
as ferramentas identificam o gene integrasse presente na ilha.

Entre todas as ilhas do padrao ouro, somente a décima sexta ilha, representada
pelo numero 16, foi identificada por todos os preditores. Esta regido é caracteriza
como uma ilha de patogenicidade, contendo cinco genes relacionados a fatores de
viruléncia, entre eles, fpbABC , cdiA, picU, tosCBDA, vat (VEJBORG et al., 2011). Nao
possui integrase em sua composicao e 43% da ilha € composta por proteinas
hipotéticas e ndo caracterizadas. Um resumo do contetdo das predi¢cdes dessa ilha

se encontra na tabela abaixo (tabela 7).

TABELA 7 - CARACTERISTICA DA DECIMA SEXTA ILHA DO PADRAO OURO ENCONTRADAPOR
TODOS OS PREDITORES

P. Ouro, /Preditores tRNA, Transposase G+C%;  Genes Vir., ProtHips N&o Caracs Total CDS,

|PAI- 16 aspV 12 47.43% 5 38 5 100 |
IslandViewer3 presente 12 4743% 5 38 5 100

GIPSy presente 12 4738% 5 38 5 99

Alien Hunter ausente 8 46.97% 4 33 5 84

Zisland Explorer ausente 8 46.35% 4 35 4 81

Gl Hunter ausente 8 46.34% 3 32 4 79

Predict Bias ausente 7 46.30% 3 31 4 77

FONTE: O Autor (2017).

NOTA: Em destaque, décima sexta ilha do padrdo ouro Escherichia coli CFT073. ; (Padrdo Ouro), ,
(acido ribonucleico de transferéncia), ; (Porcentagem de conteddo guanina e citosina na regido), 4
(Genes de Viruléncia), s (Proteinas Hipotéticas), ¢ (Proteinas ndo caracterizadas), ; (Niumero de
seqguencias codificadoras).

Com todas as ilhas identificadas, o contetdo genético de cada uma é levantado
de forma geral, para se obter uma visdo ampla das possiveis perdas de informacdes
bioldgicas, tendo como referéncia os produtos contidos nas ilhas curadas in vitro.
Entretanto, na comparacdo dos dados relatados nos artigos com os encontrados na
ferramenta de visualizacdo de genomas Artemis com 0 arquivo de anotacéo

proveniente do NCBI, percebemos que ocorrem algumas diferencas, como no nimero
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total de CDS presentes em cada ilha. Ha também a presenca de trés tRNAs na décima
terceira ilha e um tRNA a mais na décima quarta ilha, que se encontravam ausentes
nas informacdes contidas nos artigos. Na tabela abaixo (tabela 8), é possivel visualizar

essas patrticularidades.

TABELA 8 - DADOS DAS ILHAS DESCRITAS NO PADRAO OURO EM RELACAO AS REGIOES
ENCONTRADAS NAS ANOTACOES FORNECIDAS PELO NCBI

llhas Locus Tag, /NCBI CDS, INCBI tRNA; /NCBI G+C, /NCBI

1-Gl c5386-c5371 ¢5387-c5371 15 13 leuX leuX  48.15% 48.15%
2-PAl  ¢5216-c5143 ¢5216-c5143 61 62 pheU pheU 4757% 47.57%
3-Gl c4581-c4491 c4581-c4491 70 77 selC selC  47.04% 47.04%
4-PAl  ¢3698-c3556 €3698-c3556 124 131 pheV  pheV 47.08% 47.08%
5-PAIl €3410-c3385 ¢3411-c3385 25 25 metV metV 53.37% 53.37%
6-¢ €3206-c3143 ¢3206-c3143 49 62 49.32% 49.32%
7-Gl €2528-c2482 ¢2529-c2482 37 47 49.68% 49.68%
8-Gl c2475-c2449 c2475-c2449 26 24 asnW asnW 53.12% 53.12%
9-PAI  c2436-c2418 c2436-c2418 15 14 asnT  asnT 58.27% 58.27%
10-PAI c2416-c2392 c2416-c2392 19 26 serU serU 37.65% 37.65%
11-PAI c1601-c1518 ¢1601-c1519 74 84 50.23% 50.23%
12-¢ c1507-c1481 ¢1508-c1480 14 21 49.78% 49.78%
13- cl475-c1400 c¢1475-c1400 51 67 50.97% 50.97%
14-PAl  c1293-c1165 ¢1292-c1165 102 118 serX serX  48.76% 48.76%
15-¢ c0979-c0932 c0979-c0932 42 43 50.45% 50.45%
16-PAl  c0368-c0253 ¢c0369-C_RS0120 83 100 aspV  aspV 47.43% 47.43%

FONTE: Adaptado de (VEJBORG et al., 2011); O Autor (2017).

NOTA: ; (Identificadores aplicados a cada gene), , (NUmero de sequencias codificadoras), ; (acido
ribonucleico de transferéncia), , (Porcentagem de conteddo guanina e citosina na regido). Gl: ilha
genbmica; PAI: ilha de patogenicidade; ¢: ilha contendo DNA predominante de fagos.

Apesar das diferencas do namero total de CDS presentes nas ilhas do padréao
ouro em relacao as ilhas identificadas na ferramenta Artemis, o seu conteido G+C%
nao teve alteracdo. Uma das possiveis causas dessas diferencas, podem ser devido
aos artigos ndo enunciarem como essa contagem de CDS foi realizada, se € incluido
proteinas hipotéticas, proteina ndo caracterizadas, ou até mesmo pseudo genes, por
exemplo. O gene de tRNA sempre é encontrado flanqueando a ilha apds o ultimo
produto, ndo sendo englobado na regido. Portando, sabemos que o tRNA nao faz
parte da contagem total de CDS.

Para avaliarmos o conteudo das ilhas encontradas pelos preditores, nos

baseamos a partir dos achados pela ferramenta Artemis. Realizamos um
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levantamento total das dezesseis ilhas do padrdo ouro com 0s principais produtos
presentes, como, presenca de tRNA, integrase, transposase, proteinas hipotéticas e
nao caracterizadas, e numero de CDS contidos na regido, afim de compararmos com
os resultados totais dos preditores.

Incluimos todos os produtos na contagem de CDS, menos o gene de tRNA.
Para atribuirmos se determinada ferramenta conseguiu identificar este gene, devera
englobar o mesmo em sua regido ou realizar a sua predicdo até ultimo produto antes

do tRNA. Nenhuma ferramenta apresentou predicfes exatas de posicoes iniciais e

finais comparadas com o padrdo ouro, resultando em perdas de CDS ou até mesmo

aquisicdo de material genético. Para que isso ndo afete na contagem total dos genes,
toda ilha identificada pelos preditores que conter CDS a mais de qualquer produto
avaliado, em relacao as ilhas do padrdo ouro, este conteudo extra sera excluido da
contagem final. Na tabela abaixo (tabela 9), € demonstrado os resultados obtidos de
todas as ilhas identificadas pelas ferramentas em relagéo aos produtos das dezesseis
ilhas do padréo ouro.

TABELA 9 - TOTAL DE CDS PRESENTES NAS 16 ILHAS DESCRITAS NO PADRAO OURO EM

COMPARA(}/:\O COM OS RESULTADOS DOS PREDITORES
P. Ouro, /Preditores tRNA, Integrase Transposase ProtHips N&o Carac, Pseudos Total CDSe Cobertura %

|E.co|i CFTO073 13 22 81 309 51 70 914 100% |
GIPSy 11 16 80 276 40 68 832 91%

Alien Hunter 5 13 70 241 37 53 748 81%
IslandVlewer3 3 12 75 239 37 57 720 78%

Predict Bias 1 4 26 101 17 25 290 22%

Gl Hunter 0 0 15 56 11 14 158 17%

Zisland Explorer 0 1 13 47 9 12 149 16%

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Em destaque, total de produtos presentes nas 16 ilhas do Padrao Ouro. ; (padrdo ouro), , (acido
ribonucleico de transferéncia), ; (proteinas hipotéticas), , (proteinas ndo caracterizadas), s
(pseudogenes),  (NUmero de sequencias codificadoras).

Observamos que os preditores Zisland Explorer, GI Hunter, Predict Bias
perderam muitos produtos, tanto no geral de CDS quanto genes importantes e muito
caracteristico das Gls, como integrases, transposases e tRNAs. Diferente das outras
ferramentas. IslandViewer3 e Alien Hunter ndo identificam muitos genes de tRNAs,
mas a sua predicao total conseguiu cobrir boa parte das CDS. GIPSy apresentou bom

resultado, conseguindo identificar a maioria dos produtos.
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4.4 DESEMPENHO DOS PREDITORES NO CONJUNTO TOTAL DE
ORGANISMOS

Todas as ferramentas avaliadas possuem 0 mesmo objetivo, contudo,
estratégias diferentes séo utilizadas em cada uma, afetando diretamente o resultado
final. As abordagens de composicao de sequéncia e comparacdo gendmica Sao as
mais utilizadas entre os softwares de predicao de ilhas genémicas. Existem programas
gue tentam mesclar esses dois métodos, para tentar minimizar resultados falsos
positivos e negativos. No grafico abaixo (grafico 3), sdo apresentados os dados em
relacdo ao total de ilhas preditas por cada ferramenta em nosso conjunto de
organismos. O numero de ilhas identificadas em cada organismo separado se

encontra no anexo 4.

GRAFICO 3 — TOTAL DE GlIs PREDITAS NO CONJUNTO DE ORGANISMOS

Total Gls preditas do conjunto de

organismos
ZISLAND EXPLORER |13
GI HUNTER
3 GIPSY 323
2
z
&  ISLANDVIEWER3 453
PREDICT BIAS ZE
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I I
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Numero de ilhas preditas

FONTE: O autor (2017).
NOTA: Total de 15 organismos testados entre todos os preditores.

Podemos observar, que, mesmo ferramentas que contenham metodologias
integradas, como no caso do Gl Hunter para com Alien Hunter, seus resultados podem
ser diferentes. JA& na comparacdo com Predict Bias, Alien Hunter possui quase o

mesmo numero de ilhas preditas. Essas duas ferramentas apresentaram mais
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sensibilidade durante suas analises. IslandViewer3 é uma das ferramentas que busca
integrar os métodos de predicdo, tanto voltados para composicdo de sequéncia,
guanto para comparacao gendmica, possuindo numero total de predicbes em torno
da metade dos outros preditores.

GIPSy possui uma caracteristica incomum. Devido a necessidade da
ferramenta requerer um genoma para estudo e outro para referéncia, seus resultados
totais podem variar de acordo com o genoma escolhido. Como comparado
anteriormente, Gl Hunter utiliza a mesma metodologia que Alien Hunter e mesmo
assim nao alcancou a metade do total de predi¢gdes. Isso pode ter ocorrido devido a
outros recursos que Gl Hunter utilizou para realizar a suas andlises. Na construcéo do
modelo de predicdo, esta ferramenta fez uso de determinado conjunto de dados para
treinamento, sendo afetado diretamente pela qualidade desses dados.

Zisland Explorer, faz uso de método bem especifico voltado para variagdo de
contetdo G+C, contudo, se determinado organismo ndo ter uma diferengca muito
grande deste conteudo, pode ser que algumas ilhas passem despercebidas, tendo um

namero muito pequeno em relacado ao total de ilhas preditas em todos os organismos.

4.5 TOTAL DE GIS PREDITAS — GRAM POSITIVOS E NEGATIVOS

Separamos o numero total de ilhas preditas entre as espécies gram positivas
(sete organismos), e gram negativa (oito organismos), afim de avaliarmos se as
ferramentas e metodologias, integradas ou desenvolvidas, proporcionavam resultados
muito diferentes. No gréafico abaixo (gréafico 4), é possivel visualizar a diferenca dos
resultados totais entre as predicdes dos organismos gram positivos e negativos. Os

resultados de cada organismo separado se encontram no anexo 5.
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GRAFICO 4 - TOTAL DE Gls PREDITAS EM ORGANISMOS GRAM POSITIVOS E NEGATIVOS DO
CONJUNTO DE ORGANISMOS TESTE

Predi¢cOes Totais entre organismos Gram
positivos e Gram Negativos

Numero de llhas preditas

GRAM POSITIVO - 7 ORGANISMOS GRAM NEGATIVO - 8 ORGANISMOS

Gls entre organismos gram positivos e gram negativos

® Alien Hunter  ® Predict Bias mIslandViewer 3  m Gl Hunter  ® Zisland Explorer GIPSy

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Total de pares de bases entre organismos gram positivos
(16.868.541 bp), gram negativos (40.556.825 bp). FONTE: O
autor (2017).

Apesar de organismos gram negativos possuem genomas relativamente
maiores quando comparados aos gram positivos, em nosso conjunto de dados, trés
preditores apresentaram resultados similares ao numero total de predi¢cdes quanto a
diferenca entre os organismos.

Alien Hunter, GI Hunter e GIPSy, identificaram quase o mesmo numero de ilhas
entre 0s organismos gram positivos e gram negativos. E Predict Bias, IslandViewer3,
Zisland Explorer, mostraram grandes diferengas no numero total de ilhas preditas
entre os organismos. No anexo 6, se encontra a descricdo do genoma de cada
organismo, contendo seu tamanho, conteido G+C%, total de genes, total de CDS,

rRNAs, tRNAS, integrases, transposases, proteinas hipotéticas e pseudo genes.
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4.6 ANALISE DE SIMILARIDADE DE RESULTADOS ENTRE AS FERRAMENTAS

Para avaliarmos os resultados entre as ferramentas, se tratando de suas
semelhancas e diferencas, envolvendo todas as suas estratégias para predicao,

escolhemos trés organismos do nosso conjunto de dados. Escherichia coli CFT073,

por ser 0 nosso organismo padrdo ouro sendo agora analisado o genoma completo

do organismo e n&do somente as 16 ilhas curadas in vitro; Aeromonas hydrophila

subsp. hydrophila ATCC 7966, devido a baixa presenca de genes relacionados com
mobilidade e um conteudo G+C% de 61.50%, acima da E.coli CFT073; e um
organismo gram positivo Streptococcus pneumoniae R6, com genes integrase
limitados ao longo do seu genoma, mas com transposases presentes, e em razao de
possuir uma porcentagem G+C% menores que 0s outros dois organismos, com
39.70%.

Os resultados foram ponderados da seguinte maneira. Primeiro, optamos por
trabalhar somente com a posicéo inicial e final de cada ilha. Com esses dados,
montamos uma interseccdo entre as predicdes de cada ferramenta, somamos todos
as predicdes das 6 ferramentas para cada organismo, com o intuito de avaliar cada
preditor separadamente comparando os seus resultados com as demais predic¢des.
Devido a falta de dados de referéncia, ndo sabemos quais predicdes assumem
resultados falsos positivos e falsos negativos, entdo a busca por regides de
similaridade foi feita a partir de 50% entre o tamanho da ilha. Segundo, aferimos as
regibes similares entre as ferramentas e diminuimos do ndimero total de predicdes,
com isso, obtivemos regides totais para compararmos com as predi¢coes similares de
cada ferramenta. Identificamos também ilhas que ndo foram preditas por nenhuma
outra ferramenta.

De acordo com (HACKER; KEPPER, 2000) as ilhas com mais de 10 kb s&o
classificadas como ilhas gendmicas, e menores sendo ilhotas gendmicas. Diante
disto, extraimos algumas informac¢des, como, o tamanho médio das ilhas identificadas
por cada preditor e a relacdo entre eles, as regibes com menores e maiores
composi¢des seguido da contagem de genes presentes, e o numero de ilhas que

podem ser designadas como ilhas genémicas ou ilhotas.
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4.6.1 Escherichia coli CFT073

As ilhas presentes ao longo do genoma, possuem em média um tamanho de
30 kb, a maior regido predita contém 192 genes dentro de 213 kb, e a menor, 4 genes
em 3 kb. O numero total de ilhas preditas pelas ferramentas é de 304, sendo 156
designadas como ilhas gendémicas, e 148 como ilhotas. A tabela abaixo (tabela 10),

demonstra o resumo dessas informacoes.

TABELA 10 - INFORMACOES DAS ILHAS EM ESCHERICHIA COLI CFTO073

Preditores Média, Minima, <Genes; Maxima, >Geness Total Preds <10 kb; >10 kbg
Gl Hunter 57749 5354 6 213265 192 18 3 15
Predict Bias 27670 3120 4 188170 180 76 22 54
GIPSy 28540 5751 8 113961 118 38 16 22
IslandViewer3 10878 4009 8 102064 115 78 58 20
Zisland Explorer 45354 5477 7 94941 90 11 2 9

Alien Hunter 13053 4027 5 39550 40 83 47 36

FONTE: O Autor (2017).

NOTA: ; (Tamanho médio das ilhas preditas por cada ferramenta), , (Tamanho minimo das ilhas
preditas por cada ferramenta), ; (Quantidade de genes presentes nas ilhas de tamanho minimo por
cada ferramenta), 4, (Tamanho maximo das ilhas preditas por cada ferramenta), s (Quantidade de genes
presentes nas ilhas de tamanho maximo por cada ferramenta), ¢ (Total de ilhas preditas por cada
ferramenta), , (Quantidade total de ilhotas preditas por cada ferramenta), s (Quantidade total de Gls
preditas por cada ferramenta).

O gréfico para visualizacdo dos resultados de similaridades entre as predi¢cdes
foi elaborado de acordo com a tabela a seguir. Optamos por demostrar esses
resultados na tabela somente pela ferramenta que conseguiu melhor desempenho.
Os resultados dos outros preditores foram elaborados da mesma forma de acordo

com a tabela abaixo (tabela 11).

TABELA 11 - PREDITOR COM MELHOR DESEMPENHO EM ESCHERICHIA COLI CFT073

Preditores Total predi¢do, Similares, T. predicdo s/ similares; Gls Unicas,
[Alien Hunter 83 0 83 17
GIPSy 38 23 15

Gl Hunter 18 12 6

IslandViewer3 78 41 37

Zisland Explorer 11 4 7

Predict Bias 76 25 51

Sub total 304 105 199 17

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Em destaque, a ferramenta com melhor desempenho. ; (nUmero total de predi¢Bes entre as
ferramentas), , (nimero total de regides similares que Alien Hunter identificou entre as predi¢fes das
outras ferramentas), ; (total das predi¢cdes entre as ferramentas diminuidas das regifes similares), 4
(regides Unicas que somente a ferramenta identificou).
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Alien Hunter conseguiu uma boa cobertura de similaridade, seguido de
IslandViewer3. GIPSy obteve nimero total de suas predi¢Bes similares proximos de
Predict Bias, entretanto, este preditor obteve a maior taxa de ilhas néo identificadas
por nenhuma outra ferramenta. Zisland Explorer e Gl Hunter ndo possuem nenhuma
ilha independente e mostraram numero de predigbes similares baixos quando
comparados aos outros preditores. No grafico a seguir (grafico 5), esses dados podem

ser visualizados.

GRAFICO 5 - NUMERO DE Gls PREDITAS, SIMILARES, E UNICAS POR CADA FERRAMENTA EM
ESCHERICHIA COLI CFT073

Escherichia coli CFT073 - 304 Gls total
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FONTE: O Autor (2017).

4.6.2 Streptococcus pneumoniae R6

O tamanho dos genomas em organismos gram positivos é relativamente menor
do que o gram positivo em nosso conjunto de dados, dessa maneira as caracteristicas
das ilhas nestes organismos podem se apresentar de formas diferentes. As ilhas
identificadas, apresentam em média, um tamanho de 15 kb, quase o tamanho de uma
ilhota gendmica. A maior regido predita contém 62 genes dentro de 75 kb, e a menor,

3 genes em 4 kb. A soma de todos os resultados das ferramentas € de 162, sendo 86
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designadas como ilhas gendmicas, e 76 como ilhotas. Na tabela abaixo (tabela 12), é

possivel visualizar algumas dessas caracteristicas em cada ferramenta.

TABELA 12 - INFORMAGOES DAS ILHAS GENOMICAS EM STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE R6

Preditores Média, Minima, <Genes:; Maxima, >Geness Total Preds <10 kb; >10 kbg
Gl Hunter 26296 5729 7 75089 62 15 3 12
Predict Bias 24496 5826 6 54661 51 27 6 21
GIPSy 15118 8167 8 28300 21 12 4 8

Alien Hunter 10588 5148 4 28550 21 79 43 36
Zisland Explorer 11876 4061 3 17656 12 6 2 4
IslandViewer3 6736 4011 3 13581 12 23 18 5

FONTE: O Autor (2017).

NOTA: ; (Tamanho médio das ilhas preditas por cada ferramenta), , (Tamanho minimo das ilhas
preditas por cada ferramenta), ; (Quantidade de genes presentes nas ilhas de tamanho minimo por
cada ferramenta), 4, (Tamanho maximo das ilhas preditas por cada ferramenta), s (Quantidade de genes
presentes nas ilhas de tamanho méximo por cada ferramenta), ¢ (Total de ilhas preditas por cada
ferramenta), ; (Quantidade total de ilhotas preditas por cada ferramenta), g (Quantidade total de Gls
preditas por cada ferramenta.

A tabela 13 demonstra os dados para elaboracdo do grafico com os resultados

similares e regifes Unicas identificados pelas ferramentas.

TABELA 13 - PREDITOR COM MELHOR DESEMPENHO EM STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE R6

Preditores Total predi¢do, Similares, T. predicao s/ similares; Gls Unicas,,
[Alien Hunter 79 0 79 30 |
GIPSy 12 11 1

Gl Hunter 15 9 6

IslandViewer3 23 10 13

Zisland Explorer 6 1 5

Predict Bias 27 22 5

Sub total 162 53 109 30

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Em destaque, a ferramenta com melhor desempenho. ; (nUmero total de predicGes entre as
ferramentas), . (nimero total de regides similares que Alien Hunter identificou entre as predi¢Bes das
outras ferramentas), ; (total das predi¢cdes entre as ferramentas diminuidas das regibes similares), 4
(regides Unicas que somente a ferramenta identificou).

Alien Hunter obteve maior nimero de regides similares e também de ilhas que
somente 0 mesmo conseguiu reconhecer. IslandViewer3 e GIPSy empataram na
deteccao de ilhas similares, seguidos de Predict Bias, que ainda se diferencia por ter
encontrado mais ilhas Unicas do que os preditores citados anteriormente. Gl Hunter e
Zisland Explorer ndo tiveram bons resultados comparados com as outras ferramentas.

O grafico a seguir (grafico 6), demonstra estes resultados.
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GRAFICO 6 - NUMERO DE GIS PREDITAS, SIMILARES, E UNICAS POR CADA FERRAMENTA EM

Preditores

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE R6

Streptococcus pneumoniae R6 - 162 Gls total
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FONTE: O autor (2017).

4.6.3 Aeromonas hydrophila ATCC 7966

A relacdo média do tamanho das ilhas identificadas neste organismo, possui

cerca de 19 kb. A menor ilha contém apenas 2 genes em uma regido de 3 kb, e a

maior com 97 genes, sobre uma composicédo de 97 kb.O total de ilhas preditas pelas

ferramentas € 157, das quais, 93 sao designadas como ilhas genémicas, e 64 como

ilhotas, de acordo com o seu tamanho. A tabela a seguir (tabela 14), exemplifica esses

resultados.
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TABELA 14 - INFORMAGOES DAS ILHAS GENOMICAS EM AEROMONAS HYDROPHILA ATCC

7966

Preditores Média, Minima, <Genes; Maxima, >Geness Total Prede <10 kb, >10 kbsg
Predict Bias 23563 4136 6 97170 97 78 13 65
IslandViewer3 9133 4000 4 48763 47 13 12 1

Gl Hunter 28265 7943 4 47774 42 6 2 4
Zisland Explorer 25501 7344 6 40097 35 8 1 7

Alien Hunter 10302 3220 2 38183 34 40 30 10
GIPSy 18558 5059 6 42592 33 12 6 6

FONTE: O Autor (2017).

NOTA: ; (Tamanho médio das ilhas preditas por cada ferramenta), , (Tamanho minimo das ilhas
preditas por cada ferramenta), ; (Quantidade de genes presentes nas ilhas de tamanho minimo por
cada ferramenta), , (Tamanho maximo das ilhas preditas por cada ferramenta), s (Quantidade de genes
presentes nas ilhas de tamanho méaximo por cada ferramenta), ¢ (Total de ilhas preditas por cada
ferramenta), ; (Quantidade total de ilhotas preditas por cada ferramenta), g (Quantidade total de Gls
preditas por cada ferramenta).

A tabela 15 demonstra os dados para elaboracdo do grafico com os resultados

similares e regifes Unicas identificados pelas ferramentas.

TABELA 15 - PREDITOR COM MELHOR DESEMPENHO EM AEROMONAS HYDROPHILA ATCC

7966

Preditores Total predicdo, Similares, T. predicdo s/ similares; Gls Unicas,
[Alien Hunter 40 0 40 5 |
GIPSy 12 11 1

Gl Hunter 6 0] 6

IslandViewer3 13 5 8

Zisland Explorer 8 1 7

Predict Bias 78 25 53

Sub total 157 42 115 5

FONTE: O autor (2017).
NOTA: Em destaque a ferramenta com melhor desempenho. ; (nUmero total de predi¢cdes entre as

ferramentas), . (nimero total de regides similares que Alien Hunter identificou entre as predi¢Bes das
outras ferramentas), ; (total das predicdes entre as ferramentas diminuidas das regides similares), 4
(regides Unicas que somente a ferramenta identificou).

Os resultados voltados para as ilhas similares da AEROMONAS HYDROPHILA
ATCC 7966, sao os mais parecidos quando comparados entre as ferramentas. Alien
Hunter e Predict Bias, identificam quase o mesmo numero de ilhas similares entre
todos os resultados, entretanto, Predict Bias consegue se destacar por ter predito 53
ilhas unicas, que nenhum outro preditor conseguiu. GIPSy e IslandViewer3, possuem
resultados muito semelhantes para ilhas similares, mas somente GIPSy identificou
ilha Unica, porém, € somente uma regido. Seguido de Zisland Explorer e Gl Hunter,
novamente com baixo desempenho entre as ilhas identificadas. Esses dados podem

ser visualizados no gréfico a seguir (grafico 7).
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GRAFICO 7 - NUMERO DE GIS PREDITAS, SIMILARES E UNICAS, POR CADA FERRAMENTA EM
AEROMONAS HYDROPHILA ATCC 7966

Aeromonas hydrophila ATCC 7966 - 157 Gls
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FONTE: O Autor (2017).
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5 DISCUSSAO

Diferentes artigos de revisdo buscaram avaliar as ferramentas de predicéao de
ilhas gendmicas e suas metodologias empregadas, comparando uma com as outras
a partir dos métodos originais de cada uma (LANGILLE et al., 2010; CHE; HASAN;
CHEN, 2014; LU; LEONG, 2016; SOARES et al., 2016). Estes artigos de reviséo
consideraram varias caracteristicas para seus resultados, como, acuracia,
sensibilidade e especificidade das ferramentas, quando confrontados, mas nenhum
demonstrou esses resultados utilizando conjuntos de organismos.

Um dos pontos mais importantes que devem ser considerados para um bom
resultado durante as predicdes, é a qualidade das sequéncias gendmicas utilizadas.
Com o avanco da tecnologia de sequenciamento, o nimero de organismos com Seus
genomas completamente sequenciados cresceu consideravelmente, assim como os
drafts genomas. Os drafts podem ser usados para analisar possiveis Gls candidatas,
possibilitando obter informacdes previamente, porém, varios resultados podem conter
falsos positivos e falsos negativos devido ao grande nimero de gaps ao longo das
sequéncias (SOARES et al., 2016).

A Unica ferramenta presente neste trabalho que possui esta caracteristica é
IslandViewer3. Entretanto, os proprios desenvolvedores deixam claro que ainda é
preferivel o uso de genomas completos para realizar as predi¢des, visando minimizar
as possiveis falhas nos resultados. Em nossas analises utilizamos somente genomas
completos e suas devidas anotagdes, provenientes dos arquivos .GBK, e também
outros arquivos contendo informacgdes separadas. Como por exemplo, arquivos .PTT,
contendo lista das posicfes de todas as proteinas presentes no genoma, e extensfes
em .RNT, que possuem dados sobre tRNA e RNAs ribossomais, necessarios em
algumas ferramentas.

Por mais que as informacdes contidas nesses arquivos ja tenham passado por
um devido tratamento nas anotacdes, em nossas andlises foi possivel perceber que,
algumas CDS presentes em regides de interesse apresentavam seus produtos como
proteinas hipotéticas. Essas proteinas hipotéticas possuem grande importancia em
PAls, devido grande parte das CDS presentes nessas ilhas possuirem essa
caracteristica, e podem conter fungfes que ainda ndo foram determinadas, de acordo
com (CHE; HASAN; CHEN, 2014).
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Realizando BLAST no UNIPROT, entre algumas dessas CDS de interesse, elas
ja continham especifica¢des, contribuindo entdo, para um melhor entendimento dos
processos bioldgicos envolvidos nesta regido. Acreditamos que, um dos possiveis
motivos para essa falta de informacdes em alguns produtos, seja devido a data do
envio do genoma para depésito. Muitos genes vém sendo curados manualmente e
depositados nos principais bancos de dados no decorrer dos anos. Notamos nas
ferramentas analisadas que, nenhuma passa por um pré-processamento dos dados
de entrada, como por exemplo, re-anotac¢des dos produtos do genoma nos bancos de
dados mais relevantes. E claro que, para isso ocorrer, a conexdo com a internet
deverd ser necesséria e o tempo de andlise podera aumentar, retirando a
caracteristica da ferramenta de trabalhar independentemente.

A geracdo de outros arquivos provenientes do .GBK, por exemplo, também
pode influenciar nos resultados finais das predi¢cdes, como ocorre em IslandViewer3,
GIPSy e Zisland Explorer.

Alien Hunter possui certa vantagem neste ponto. Faz uso de somente arquivo
.FASTA para sua predi¢cdo, podendo analisar genomas recém sequenciados, néo
necessitando de anotacdes prévias. Predict Bias utiliza somente .GBK, sem a
necessidade de qualquer transformacao, nédo alterando os dados proveniente da
anotacao original. Em avaliacdes de dados de referéncia, quando ja esta determinado
0s produtos e regides de interesse, estas perdas de informacdes podem ser até
mesmo ausentes, possibilitando entdo, uma melhor compreensdo dos resultados
provenientes das ferramentas.

Em nossas andlises das dezesseis ilhas do padréo ouro curadas in vitro, todas
as regides foram preditas. Algumas ilhas por mais de um preditor e outras por somente
uma ferramenta. GIPSy obteve o melhor resultado, cobrindo cerca de 91% de toda a
composicao das ilhas de referéncia, contra 16% da ferramenta que obteve menor
desempenho, Zisland Explorer. Alien Hunter também obteve um bom desempenho,
em torno de 81% de acertos, seguido de IslandViewer3, com 78%. Outros preditores
como Predict Bias tiveram 31% de cobertura e GI Hunter com 17%.

A principal diferenca dos resultados entre Alien Hunter e IslandViewer3 em
relacdo a GIPSy, € a auséncia dos genes de tRNAs em suas predi¢cOes, que se
encontram associados as ilhas do padrao ouro.

GIPSy faz uso da implementacao do software HMMERS3 para busca no banco

de dados tRNAdb — Transfer RNA Database, neste banco consta informag¢des como,



82

sequéncias de tRNA e genes de tRNA. Por outro lado, Alien Hunter e IslandViewer3
ndo possuem nenhuma ferramenta integrada especifica para deteccéo desses genes,
podendo ser um dos motivos para a auséncia dos mesmos em seus resultados. A
auséncia de genes tRNAs nas predicbes de Alien Hunter e IslandViewer3 também
podem levar a baixa presenca de integrase em seus resultados, devido a maioria
desses genes estarem em posi¢cOes anteriores ou posteriores dos tRNAs. O mesmo
segue para o0s outros trés preditores.

Diferente da presenca de transposases, as ferramentas IslandViewer3 e Alien
Hunter, tiveram resultados mais semelhantes com as da GIPSy, diferenciado somente
em 5 genes nao encontrados por IslandViewer3, e 10 por Alien Hunter. Para a
identificacdo das transposases, GIPSy faz uso novamente do HMMERS3, mas agora
sua busca é realizada no banco de dados PFAM. IslandViewer3 faz uso somente da
anotagdo proveniente do proprio genoma e Alien Hunter € independente. Os outros
trés preditores, novamente tiveram baixo desempenho.

Outro produto importante contido nestas ilhas de referéncia sdo as proteinas
hipotéticas, devido a grande presenca nas PAls (CHE; HASAN; CHEN, 2014). Na
nona ilha, designada como uma PAI, 0 gene que traz esta caracteristica de
patogenicidade se encontra no meio de duas proteinas hipotéticas. Estes produtos
podem influenciar nos processos bioldgicos daquela regido, atuando com o gene
patogénico. Estas funcdes em conjunto ainda ndo podem ser compreendidas por
completo devido a falta de anotacdes dessas proteinas. GIPSy, Alien Hunter e
IslandViewer3 tiveram cobertura de identificacdo superior a 75%, enquanto 0s outros
trés preditores ndo apresentaram bons resultados.

Das dezesseis ilhas do padréo ouro, 8 sdo caracterizadas como PAIs, pela
presenca de genes relacionados a fatores de viruléncia. No total, 25 genes estéo
associados a esta caracteristica. GIPSy identificou 23 genes, ja Alien Hunter e
IslandViewer3 conseguiram 24. O gene fyaC, se encontra na regido que apenas Alien
Hunter encontrou (nona ilha), e o gene tcpC (décima ilha) unicamente por
IslandViewer3. Outros dois preditores conseguiram resultados razoaveis. Predict Bias
identificou 19 genes e Gl Hunter 15. Somente Zisland Explorer obteve resultado
insatisfatorio, de um total de 6 genes.

No geral, as ferramentas conseguiram identificar as regides de interesse,
algumas com seu comeco de predi¢cdo ou término em posi¢des que levaram a perdas

de produtos, como aconteceu com Zisland Explorer, Precit Bias e Gl Hunter. Alien
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Hunter e IslandViewer3 proporcionaram resultados satisfatorios, tendo destaque pelas
duas ilhas preditas (nona e décima) independentemente do restante das ferramentas,
porém, os genes de tRNAs as vezes se encontravam ausentes em seus resultados,
juntamente com as integrases. A presenca dos genes tRNA e integrases é uma forte
caracteristica que a regido pode ser uma candidata a ilha genémica (JUHAS et al.,
2009)).

GIPSy se destacou por conseguir cobrir quase todas as CDS presentes nas
ilhas padrdo ouro, mostrando grande desempenho no primeiro momento. Esta
ferramenta faz uso de varias metodologias integradas, podendo proporcionar
vantagens em relacao aos outros preditores, principalmente pela sua caracteristica de
classificar as ilhas encontradas em seus resultados de acordo com suas possiveis
funcdes bioldgicas.

Para comparacdo dos preditores contra preditores, sem possuir ilhas de
referéncia, realizamos somente a identificacdo de regibes em torno de 50% de
similaridade entre os resultados, em trés organismos selecionados. O contetudo
genético dentro das regides preditas, como numero total de CDS, presenca de tRNA,
integrases, transposases, entre outros, ndao foram avaliados neste momento.

Além das ilhas de referéncia do padrdo ouro, buscamos identificar todas as
possiveis Gls encontradas em Escherichia coli CFT073. Alien Hunter conseguiu
melhores resultados. No total de 199 predicdes feitas pelas ferramentas, 105 séo
similares as regifes que Alien Hunter também identificou, cobrindo cerca de 52% de
todas as ilhas identificadas pelas ferramentas, se destacando também por 17 regides
canditadas a Gls que somente ele assimilou.

Alien Hunter estabeleceu Threshold (corte limiar) de 11.14 para todo o genoma.
O score médio de todas as ilhas identificadas ficou em torno de 18,77, 0o minimo 11,15,
e a regido que mais se diferenciou do restante do genoma contém um valor de 58,33.
A ilha com menor score, é uma ilhota gendmica, com 6 genes presentes e um
conteudo G+C% de 44,77%. Um dos produtos contidos nessa ilhota & “AraC family
transcriptional regulator’, que regulam genes com fun¢cbes diversas, desde o
metabolismo do carbono até respostas de estresse a viruléncia (FROTA el al., 2004).
Essas ilhotas gendmicas, por mais que contenham poucos genes em relacao as ilhas
gendmicas em geral, podem conter produtos importantes (JAYAPAL et al., 2007).

IslandViewer3 também apresentou bom desempenho. Este preditor conseguiu

cobrir cerca de 37 ilhas similares das predi¢des de Alien Hunter, e conseguiu predizer
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6 regibes Uunicas. IslandViewer3 possui uma caracteristica distinta. Em sua
metodologia, uma das etapas em suas analises é o método IslandPick. Dependendo
do genoma escolhido para comparacéo, resultados diferentes podem ser obtidos. No
upload do arquivo para andlise, esta ferramenta ndo possui opcdo de escolha do
genoma para comparacao, podendo obter resultados diferentes para outros
organismos.

GIPSy obteve 22 ilhas similares ao Alien Hunter, e conseguiu identificar 8
regides Unicas. Esta ferramenta também possui uma caracteristica parecida com
IslandViewer3, é necessario o uso de organismos filogeneticamente relacionados,
contudo, é possivel escolher o genoma para compara¢ao no inicio da predicao. De
mesmo modo, organismos diferentes, podem levar a resultados diferentes. O genoma
selecionado que foi utilizado em conjunto com a Escherichia coli CFT073 foi
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, devido ao mesmo ser utilizado na
publicacdo da ferramenta.

Predict Bias conseguiu identificar 18 regifes similares a Alien Hunter, sendo
melhores que Gl Hunter e Zisland Explorer.

Em Streptococcus pneumoniae R6, Alien Hunter também conseguiu resultados
melhores quando comparados aos outros preditores. De 109 ilhas preditas pelas
outras ferramentas, 53 regibes sao similares aos seus resultados, tendo uma
cobertura de 48% de acertos. Entre os seus préprios resultados, 30 regides
candidatas a Gls foram identificadas somente por esta ferramenta.

O seu Threshold (corte limiar) para este organismo foi de 15.69. Possuindo
um score médio entre todas as ilhas preditas de 23.64. O valor minimo atribuido para
ilha é de 15, 79, e o valor maximo 56,68. Nesta ilha com score mais elevado entre
todas as ilhas, se encontra presente genes ribossomais, podendo ser um dos motivos
para o seu score mais alto.

A segunda ferramenta que apresentou resultados melhores foi IslandViewer3.
Contendo 11 ilhas similares aos resultados de Alien Hunter, e trés regides Unicas,
seguido de GIPSy. Os resultados das duas ferramentas s6 se diferem devido a GIPSy
conter 10 ilhas similares as predi¢coes de Alien Hunter e conter uma regido unica. O
genoma utilizado para comparacdo na GIPSy € Streptococcus pneumoniae
strain:NT_110_58, devido ao seu contetdo G+C% ter variagdo baixa ao genoma de
estudo, 39.70% contra 39.80%. Tanto em IslandViewer3 e GIPSy é necessario o uso

de genomas de referéncia para analise e comparacdo. Para nao influenciar nos
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resultados ou direcionar os mesmos, escolhendo outros organismos para testes,
somente este foi reproduzido nos resultados da GIPSy, devido ao proprio
Streptococcus pneumoniae R6 ser um organismo de referéncia. O mesmo ocorre com
IslandViewer3, pois ndo sabemos qual genoma foi estipulado para analise em seu
pipeline.

O preditor Predict Bias identificou apenas 13 regides similares ao Alien Hunter,
sendo melhor que Zisland Explorer e Gl Hunter.

Alien Hunter novamente conseguiu obter melhores resultados quando
comparados as outras ferramentas no genoma de Aeromonas hydrophila ATCC 7966.
Com 115 ilhas identificadas pelos outros preditores, 42 sao similares aos seus
resultados, gerando cerca de 32% cobertura de acertos. Em suas proprias predicoes,
5 candidatas a Gls séo identificadas somente por esta ferramenta.

Neste genoma, Alien Hunter determinou o Threshold (corte limiar) em torno de
16.56, sendo o maior quando comparado aos outros dois genomas anteriores, e seu
score médio para as ilhas chegou a dobrar de valor, sendo 30,06. O valor minimo
atribuido para ilha é de 16,61, e o valor maximo 62,57. Nesta ilha com score mais
elevado, entre todas as ilhas, a variagdo de conteudo G+C% chegou a 18%
comparado com o contetdo do genoma.

Neste organismo, Predict Bias conseguiu um segundo melhor desempenho.
Identificou cerca de 15 ilhas similares aos resultados de Alien Hunter e cerca de 53
regides Unicas. Este grande numero de regides independentes, pode ter sido
influenciado pelos resultados das predic¢des totais de IslandViewer3 e GIPSy. As duas
ferramentas apresentaram numeros muito baixos em suas préprias predicoes.
Novamente vem ao caso, a relacdo do uso de genomas de referéncia, devido a
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 ser o proprio genoma referencial. Para GIPSy,
utilizamos o genoma Aeromonas hydrophila YL17, devido ao seu numero de genes
ser parecidos com o0 organismo utilizado para teste, 4275 contra 4284, e por seu
contetdo G+C% néo apresentar grandes alteracdes 61.60% / 61.50%.

Nos resultados do préprio banco de IslandViewer3, contém 19 regides
identificadas, candidatas a Gls. Em nossos testes, os resultados das analises nos
proporcionaram 13 ilhas, sendo que nenhuma delas apresenta identificacdo pelo
método IslandPick, contra 6 ilhas constatadas no banco.

Entretanto, GIPSy conseguiu identificar 10 regifes similares a Alien Hunter,

contendo uma regido unica, e IslandViewer3, 9 ilhas, ndo possuindo resultados
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independentes. Apesar do seu baixo numero de predi¢des totais, ainda apresentaram
melhores resultados que os outros dois preditores.
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6 CONCLUSAO

As ferramentas GIPSy, Alien Hunter, IslandViewer3 apresentaram melhores
resultados nos testes. No padrao ouro, GIPSy obteve um desempenho melhor que as
outras ferramentas, conseguindo chegar a 91% de cobertura de todas as CDS
presentes nas ilhas curadas in vitro. Alien Hunter e IslandViewer3 tiveram
desempenho semelhantes. A diferenga dos resultados entre essas duas ferramentas,
em comparacao a GIPSy, se deu pela perca de genes de tRNA, que estavam
associados as ilhas do padréo ouro.

Contudo, as suas regides identificadas, correspondem a grande parte das CDS
presentes nas ilhas. Um ponto importante entre essas ferramentas, é a predicao de
duas regides Unicas, que cada uma identificou. Sendo as duas ilhas caracterizadas
como patogénicas, contendo genes de viruléncia importantes para a compreensao
dos fatores de patogenicidade. Predict Bias, Gl Hunter e Zisland Explorer, ndo tiveram
sucesso em suas predic¢des, devido a grande perca de genes caracteristicos das ilhas
gendmicas.

No decorrer dos testes, percebemos que o desempenho da GIPSy e
IslandViewer3 decairam em relacdo aos resultados anteriores. Isto pode ser
ocasionado pelo fato das duas ferramentas necessitarem de genomas de referéncia
para as suas andlises. GIPSy possui uma limitacdo devido a esta questdo, impondo
ao usuario genomas de referéncia para comparacdo. Suas analises ainda podem ser
determinadas com outros organismos, entretanto, genomas que nao possuem
nenhum organismo semelhante, faz com que a ferramenta fique indisponivel para uso.
IslandViewer3 possui certa vantagem, pois faz uso de mais dois métodos que ndo
precisam de outro genoma de entrada para realizar suas analises. Contudo, seu
desempenho mostrou que a procura por Gls em genomas de referéncias, podem levar
a interpretacdes duvidosas, devido aos resultados retornados de nossas analises
mostrarem diferencas na presenca do método IslandPick, comparados aos que estao
depositados no proprio banco.

Predict Bias obteve resultados melhores em relagdo aos organismo gram
negativo do que gram positivo. Na busca por regides similares, teve resultados
semelhantes ao da GIPSy em Escherichia coli CFT073, e resultados superiores nos
dois outros organismos. Gl Hunter teve um desempenho muito baixo. Esta ferramenta

faz a integracdo do Alien Hunter em suas andlises, e ainda sim obteve resultados
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abaixo da média. Um dos possiveis motivos dessa perda de desempenho, pode estar
relacionado na qualidade dos dados utilizados para a construgdo do seu método de
predicdo. O conjunto de treinamento utilizado para elaborar a arvore de decisédo, pode
conter falsos positivos e falsos negativos. Devido ao uso de machine learnining para
treinar estes conjuntos, ocorréncias de overfitting, podem leva resultados duvidosos.
Zisland Explorer ndo teve muito impacto na comparacao com as outras ferramentas.
Tanto a aplicagdo web, quanto a in house, trazem certas diferengas em suas
predicdes, quando se faz uso do arquivo .PTT em conjunto com .FNA, em relacdo ao
uso do .FNA independente, ficando dificil de avaliar os seus resultados.

Alien Hunter se saiu melhor nos trés organismos. Possui a grande vantagem
de poder ser utilizado em genomas recém sequenciados, ndo necessitando de pré-
anotacdes e genomas de referéncia para consulta. Outra caracteristica importante é
a identificacao de regides que possuem genes ribossomais associados, demonstrados
em seus arquivos de saida, diminuindo assim, resultados falsos positivos. Sua
capacidade de impor valores para regides candidatas a Gls, a partir da diferenca do
restante do genoma, € muito importante para pesquisas naguela regiao de interesse,
quanto para assimilar funcbes biolégicas dos genes que se encontram nas
proximidades.

A partir de nossos resultados, observamos que ainda € necessario a utilizacédo
de mais de um método de predicdo para as ilhas genémicas. As combinacfes de
varias metodologias podem proporcionar resultados mais satisfatorios, em relacéo ao
uso de somente uma ferramenta. Uma boa estratégia, baseada nos resultados e
caracteristicas distintas das ferramentas avaliadas, é a utilizacdo em conjunto de trés
ferramentas.

Em primeiro lugar, com o uso de Alien Hunter, o usuério tera uma visao geral
de todo o genoma e suas possiveis regides de interesse, com valores atribuidos.
Segundo, IslandViewer3 proporciona uma pesquisa mais interativa e dinamica. Os
genes presentes nas Gls candidatas podem ser rapidamente visualizados e
consultados no NCBI, além de trazer informacfes sobre possiveis genes associados
a fatores de patogenicidade e resisténcia a antibidticos. Em um terceiro momento, o
uso da ferramenta GIPSy. Devido a suas varias metodologias integradas,
principalmente pela identificagdo de tRNAs e sua capacidade de classificar as ilhas

de acordo com as suas possiveis fungdes.
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Com essas informagdes, o usuario podera obter os dados para efetuar anélises
mais aprofundadas sobre as regides de interesse, candidatas a Gls. A interpretacao
e compreensao das fungdes relacionadas as ilhas gendémicas, podem levar a estudos
significativos, relacionados aos principais fatores que possibilitam os organismos a

evoluir e se adaptarem constantemente.
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ANEXO 1 DESCRIGAO TAXONOMICA DOS ORGANISMOS SELECIONADOS
Filo Classe Ordem Familia Género Espécie Estirpe Gram +/-

Actinobacteria  Actinobacteria Corynebacteriales Corynebacteriaceae  Corynebacterium Corynebacterium NCTC 13129 +
diphtheriae

Actinobacteria  Actinobacteria Corynebacteriales Corynebacteriaceae = Corynebacterium Corynebacterium ATCC 13032 +
glutamicum

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus NEM316 +
agalactiae

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus mitis B6 +

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus M1 GAS +
pyogenes

Firmicutes Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus R6 +
pneumoniae

Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae  Staphylococcus  Staphylococcus NCTC 8325 +
aureus

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae = Escherichia Escherichia coli K-12 substr. -

MG1655

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae = Escherichia Escherichia coli CFTO073 -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae = Escherichia Escherichia coli Sakai -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae  Klebsiella Klebsiella HS11286 -
pneumoniae

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Enterobacteriaceae = Salmonella Salmonella enterica  CT18 -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Aeromonadales Aeromonadaceae Aeromonas Aeromonas ATCC 7966 -
hydrophila

Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas PAO1 -
aeruginosa

Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio Vibrio cholerae N16961 -

Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio Vibrio cholerae N16961 -
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ANEXO 2 DESCRICAO COMPLEMENTAR DOS DADOS DOS ORGANISMOS E EXTENSOES BAIXADAS

Organismo N. de acesso NCBI  Envio pata bata
Submissdo Download

Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129 NC_002935.2 Sanger Institute 10/11/03 07/06/16
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 NC_003450.3 Kitasato Univ. 18/02/04 07/06/16
Streptococcus agalactiae NEM316 NC_004368.1 Institut Pasteur 06/05/03 09/01/17
Streptococcus mitis B6 NC_013853.1 Univ. Kaiserslautern 16/02/10 09/01/17
Streptococcus pyogenes M1 GAS NC_002737.2 Univ. Oklahoma 01/04/14 13/12/16
Streptococcus pneumoniae R6 NC_003098.1 Eli Lilly 25/11/02 13/12/16
Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325 NC_007795.1 Univ. Oklahoma 13/02/06 13/12/16
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 NC_000913.3 Univ. Wisconsin 26/09/13 07/06/16
Escherichia coli CFT073 NC _004431.1 Univ. Wisconsin 06/12/02 07/06/16
Escherichia coli O157:H7 Sakai NC_002695.1 GIRC 11/05/04 07/06/16
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 NC _016845.1 Univ. Shangai 27/12/11 13/12/16
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. CT18 NC_003198.1 Sanger Institute 06/05/03 07/06/16
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 NC_008570.1 TIGR 06/11/06 13/12/16
Pseudomonas aeruginosa PAO1 NC_002516.2 Genesis Corporation 07/07/06 07/06/16
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor N16961 chromosome | NC_002505.1 TIGR 09/01/01 07/06/16
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor N16961 chromosome Il NC_002506.1 TIGR 09/01/01 07/06/16

NOTA: Todos os genomas relacionados apresentam montagem completa. Para todos os organismos relacionados, foram baixados do servidor
de arquivos do NCBI os arquivos com as extensdes: GBK/.FASTA/.FNA/.PTT/.RNT
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Web

ANEXO 3 DESCRIC}AO QUALITATIVA DOS SOFTWARES PREDITORES DE ILHAS GENOMICAS ESCOLHIDOS
Extensdo dos Extensao dos )
) ) ) i L o Interpretac&o dos Prediz Funcéo o
Preditor Plataforma arquivos de arquivos de Visualizagéo Graficos Utilizagao
Resultados das Gls
entrada saida
Alien Hunter Linux FASTA TXT /PLOS/ Compativel com Artemis Posicao Inicial e Final N&o Linha de
SCO da llha Comando
Gl Hunter Linux FNA/PTT/RNT TXT/PLOT Compativel com GIV Posicao Inicial e Final Néo Linha de
da llha Comando
GIPSy Linux / GBK/EMBL TXT N&o possui Posicéo, produtos, Sim (PAI, RIs, GUI
Windows classes Mis, SIs)
IslandViewer 3 Web GBK/EMBL GBK/FASTA  Gréfico Interativo Posicéo, produtos, N&o GUI
/[ PLOT Préprio genes associados
Predict Bias Web GBK TXT / PLOT/ Grafico Proprio desvio Posicéo locus tag, Sim (Somente GUI
HTML de G+C% produtos, classe PAI Patogénica)
Zisland Linux / FNA/PTT TXT / PLOT Grafico Pfoprio desvio Posicéo Inicial e Final N&o GUI
Explorer Windows / de G+C% da llha
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ANEXO 4 RESULTADO TOTAL DE GIS PREDITAS ENTRE OS ORGANISMOS DE CADA FERRAMENTA

Organismo Alien Hunter Predict Bias IslandViewer 3 Gl Hunter Zisland GIPSy
Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129 84 22 35 14 6 28
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 52 33 28 15 2 48
Streptococcus agalactiae NEM316 34 19 12 8 2 17
Streptococcus mitis B6 66 34 24 15 1 23
Streptococcus pyogenes M1 GAS 48 26 4 10 1 5
Streptococcus pneumoniae R6 79 27 23 15 6 12
Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325 10 29 10 8 1 12
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 61 67 52 18 9 24
Escherichia coli CFT073 83 76 78 18 11 38
Escherichia coli O157:H7 Sakai 96 72 60 23 9 52
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 49 90 17 18 13 20
Salmonella enterica subsp. enterica Typhi str. CT18 80 59 50 22 6 17
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 40 78 13 6 8 12
Pseudomonas aeruginosa PAO1 34 73 23 12 6 7
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor N16961 chomo | 24 26 16 8 3 2
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor N16961 chromo Il 17 12 8 5 1 6

TOTAL 857 743 453 215 85 323
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ANEXO5 RESULTADO TOTAL DE GIS PREDITAS ENTRE OS ORGANISMOS GRAM POSITOVOS E GRAM NEGATIVOS

Organismo Alien Hunter Predict IslandViewer 3 Gl Hunter Zisland GIPSy
Bias Explorer

Grams Positivos

Corynebacterium diphtheriae NCTC 13129 84 22 35 14 6 28
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 52 33 28 15 2 48
Streptococcus agalactiae NEM316 34 19 12 8 2 17
Streptococcus mitis B6 66 34 24 15 1 23
Streptococcus pyogenes M1 GAS 48 26 4 10 1 5
Streptococcus pneumoniae R6 79 27 23 15 6 12
Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325 10 29 10 8 1 12
TOTAL 373 190 136 85 19 145
Grams Negativos

Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 61 67 52 18 9 24
Escherichia coli CFT073 83 76 78 18 11 38
Escherichia coli O157:H7 Sakai 96 72 60 23 9 52
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 49 90 17 18 13 20
cs:?_liréonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. 80 59 50 29 6 17
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 40 78 13 6 8 12
Pseudomonas aeruginosa PAO1 34 73 23 12 6 7
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor N16961 chromosome | 24 26 16 8 3 2
Vibrio cholerae O1 biovar El Tor N16961 chromosome Il 17 12 8 5 1 6
TOTAL 484 553 317 130 66 178




ANEXO 6 DESCRICAO DA COMPOSICAO GENOMAS ESCOLHIDOS
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: Tamanho do o Total Total Genes Pseudo
Organismo genoma (pb) G+C% Genes CDS rRNA  tRNA Integrases Transposases hipotéticos  Gene

ﬁg%’gefsfg'“m diphtheriae 2488635 5350% 2291 2223 15 52 14 40 553 38
g?ggefgg;ez”um glutamicum 3.309.401  53.80% 3,057 2,959 18 60 3 20 1,193 18
ﬁlgﬁ’gﬁoccus agalactiae 2211485  3560% 2217 2107 21 80 8 19 496 13
Streptococcus mitis B6 2.146.611 40.00% 2,096 2,002 12 61 9 62 640 12
g/:esptococcus pyogenes M1 1.852.433  3850% 1,801 1,693 12 60  6Putativas 8 Putativas 628 0
Streptococcus pneumoniae R6 2.038.615 39.70% 1,967 1,814 12 58 2 19 634 79
i&?ggg'&%’%“;&“ge“s subsp. 2.821.361  32.90% 2,872 2,767 16 61 8 2 1,496 30
,\EASC‘;;‘gggh'a colistr. K-12substr. 611 650 50.80% 4,498 4329 22 89 7 49 6 184
Escherichia coli CFT073 5.231.428  50.50% 5179 5070 21 88 27 108 972 173
Escherichia coli O157:H7 Sakai ~ 5.498.450  50.50% 536 5204 22 105 17 44 1,704 14
E:]eezsrfc')';‘i;e”iusq‘ig'gg subsp. 5333942 5750% 5404 5316 25 62 8 17 1,436 0
Salmonella enterica subsp. 4.809.037 5210% 4455 4111 22 79 10 29 756 233
enterica serovar Typhi str. CT18

ﬁ%?&%ﬂ?g}y&o?gg@ subsp. 4.744.448  6150% 4,284 4119 31 128 2 0 856 7
EZ%JfomO”as aeruginosa 6.264.404  66.60% 5697 5572 13 63 1 7 2,256 19
Vibrio cholerae Ol biovar EITor g0 149 477006 269 2534 25 94 3 9 716 37

N16961 chromosome |




