UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

VANELY DE SOUZA

MONTAGEM DO DRAFT DO GENOMA DA BACTERIA Herbaspirillum huttiense

subsp. putei

CURITIBA
2012



VANELY DE SOUZA

MONTAGEM DO DRAFT DO GENOMA DA BACTERIA Herbaspirillum huttiense

subsp. putei

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacao em Bioinformatica, Setor de Educacao
Profissional e Tecnolégica, da Universidade Federal
do Parana como requisito parcial para obtencéo do
grau de Mestre em Bioinformatica.

Orientador:

Roberto Tadeu Raittz, Dr.
Co-orientadora:

Leda Satie Chubatsu, Dra.

CURITIBA
2012



Dedico este trabalho a Deus que estava sempre comigo;

A meus pais exemplos de forca e que foram a base da minha educacao;
Ao0s meus av0s por estarem sempre por perto;

A minhas irmas por todo apoio e por toda minha admiracéo;

Ao Marcelo por todo carinho, atencgéo e incentivo;

Ao Mateus e ao Filipe por todos os momentos de distracéo.



AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste trabalho em muito se deve a colaboracdo e apoio de

muitas pessoas, as quais transmito os mais sinceros agradecimentos.

Ao meu orientador, professor Dr. Roberto Tadeu Raittz pelos quatro anos em
gue faz parte da minha vida, por acreditar em mim e me mostrar o caminho da
ciéncia, por todos os ensinamentos transmitidos e por toda paciéncia durante esse

caminho.

A minha orientadora, professora Dra. Leda Satie Chubatsu por todo auxilio,
explicacbes e sugestdes no desenvolvimento do trabalho. Uma pessoa que passei a
admirar ao longo desse projeto, pela atencdo em cada davida que tive e por estar

sempre pronta a passar seus conhecimentos.

Ao programa de Poés Graduagdo em Bioinformética pela oportunidade e
estrutura cedida.

Ao Nucleo de Fixacdo de Nitrogénio — Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular da UFPR e aos professores pelo envolvimento com o projeto e sugestdes.

Ao INCT - Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fixa¢&do Biologica de
Nitrogénio, na pessoa do professor Fabio de Oliveira Pedrosa.

As professoras Jeroniza e Berenice pela dedicagdo em manter o programa e

por sempre estarem disponiveis.
A CAPES e ao CNPQ pelo financiamento.

A Suzana, por toda sua atencdo durante esses anos, estando sempre
disposta a resolver nossos problemas, por sua amizade e paciéncia em ouvir todas

as nossas historias.
A Lea pela atencéio em atender nossas duvidas.
A Michelly pelo inicio dessa caminhada.
Ao Eduardo e ao Rodrigo pelos ensinamentos.

Ao Vinicius por toda paciéncia com as inumeras perguntas.



Ao Helisson por sempre ter prontamente uma resposta para qualquer

pergunta.
Aos professores Lucas e Adriano pela companhia e ajuda no laboratorio.
Ao professor Dieval por toda ajuda sempre desenvolvendo uma nova solucao.

A Juliana, Angélica, Leticia e Aline pelos anos de graduagdo e amizade

durante o mestrado.

Ao Sérgio por todos os momentos de distracdo e amizade durante esses dois

anos.
Ao Lucas Ferreira pela companhia durante esse tempo.
Ao Ricardo por todo auxilio e disposicdo em ajudar.

Ao Alysson e Gustavo por todas as brincadeiras no laboratorio, saidas e

risadas. Foi muito bom ter vocés por perto.

A Paula e ao Leviston por dividirem comigo o desafio de montar esse grande

quebra-cabecas.

A minha familia por todos 0s momentos e por estarem sempre estar ao meu

lado me apoiando. Amo muito todos vocés.

Ao meu namorado Marcelo, por estar sempre ao meu lado e por superar junto
comigo os momentos dificeis. Por todo carinho e atencdo quando mais precisei,
apoiando e ajudando. Por todo amor e dedicacao, que foram a forga para chegar até

o final. Te amo.

A Tamires, amiga de todas as horas e de muitos anos, obrigada por todo

apoio e por todas as conversas.

A Deus, por tudo.



"N&o é o que vocé faz, mas quanto amor vocé
dedica no que faz que realmente importa.”

Madre Tereza de Calcuta



RESUMO

O género Herbaspirillum foi descrito em 1986 e hoje € composto por 11 espécies,
dentre elas a bactéria Herbaspirillum huttiense subsp. putei, isolada no Japéo a partir
de amostras de agua de poco. Neste projeto obtemos uma sequéncia parcial do
genoma desta bactéria, com base em leituras curtas de dois seqienciamentos
SOLID, que juntos somam cerca de 205 milhdes de leituras sequenciadas. Como
resultado da montagem de novo do primeiro conjunto de dados, obtivemos um total
de 447 scaffolds e 2316 contigs que foram ordenados utilizando o programa
jContigsort e representados num grafico de dot plot. Os genomas de Herbaspirillum
seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans foram usados como referéncia para
os alinhamentos e ordenacdes. O fechamento de gaps foi inicialmente manual,
baseado nessa atividade foram desenvolvidas funcdes em MATLAB para
automatizar e facilitar esse processo. Os dados utilizados para o fechamento dos
gaps foram obtidos através da montagem do segundo conjunto de dados gerados
pelo sequenciamento SOLID e das montagens de suas duas tags separadamente.
Depois das analises realizadas chegamos a um conjunto final com 37 scaffolds, que
podem ser reduzidos a 33 se forem considerados os indicios de ligagdo presentes
nas sequéncias. O genoma da bactéria ficou com tamanho de aproximado a 5,7 Mb
com contetudo G+C de 62,3%. A partir do draft do genoma gerado, foi feita uma pré-
anotacdo automatica encontrando 5547 orfs utilizando o programa RAST e 6084
utilizando o HGF.

Palavras-chave : Herbaspirillum, Herbaspirillum huttiense subsp. putei, montagem
gendmica, SOLID, gaps.



ABSTRACT

The genus Herbaspirillum was described in 1966 and nowadays it is composed by 11
species, among them the bacteria Herbaspirillum huttiense subsp. puteli, isolated in
Japan from well water. This project has obtained a partial genome sequence of this
bacteria, based on short reads from two SOLID runs, that resulted on 205 millions of
sequenced reads. As a result of the de_novo assembling, we obtained an amount of
447 scaffolds and 2316 contigs, sorted using the JContigsort application and
represented in a dot plot graph. The genomes of Herbaspirillum seropedicae and
Herbaspirillum rubrisubalbicans were used as reference to alignments and sortings.
The gap closing was initially manual and then, based on that activity some MATLAB
functions were developed to automate and turn the process easier. The data used to
close the gaps were obtained from the assembling of a second dataset, generated by
SOLID sequencing and the assembling of its tags separately. After the analyzes, we
reach a final dataset that contains 37 scaffolds, that might be reduced to 33 scaffolds
considering the linkage between sequences. The final size of the bacteria’s genome
is nearly 5.7 Mb with G+C content of 62,3%. Based on the genome draft, we made
an automatic pre-annotation where we can find 5547 orfs using software RAST and
6084 orfs using HGF.

Key-words: Herbaspirillum, Herbaspirillum huttiense subsp. putei, genomic
assembler, SOLID.
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1 INTRODUCAO

1.1 Herbaspirillum

O género Herbaspirillum foi descrito em 1986 por Baldani e colaboradores
para classificar a espécie Herbaspirillum seropedicae (FIGURA 1). Algumas
espécies descritas no género sao fixadoras de nitrogénio e podem ser encontradas
associadas a plantas de interesse comercial (SILVA, 2008).

O género é composto por bactérias Gram negativas pertencentes a classe
das B-Proteobactérias. O género Herbaspirillum é composto atualmente de quatorze
espécies: H. seropedicae (BALDANI et al., 1986); H. rubrisulbalbicans (BALDANI et
al., 1996); H. frisingense (KIRCHHOF et al., 2001); H. lusitanum (VALVERDE et al.,
2003); H. chlorophenolicum (IM et al., 2004); H. huttiense subsp. huttiense, (DING &
YOKOTA, 2004); H. hiltneri (ROTHBALLER et al., 2006); H. rhizosphaerae(JUNG et
al., 2007), H. huttiense subsp. putei, H. autotrophicum e H. aquaticum
(DOBRITSA et al., 2010); Herbaspirillum canariense, Herbaspirillum aurantiacum e
Herbaspirillum soli (CARRO et al. 2011).

Dentre essas, as espécies melhor estudadas séo H. seropedicae (FIGURA 1)
e H. rubrisulbalbicans, sendo que a primeira teve seu genoma seqienciado
(PEDROSA et. al, 2011), e esta disponivel para acesso no NCBI pelo numero
CP002039.

FIGURA 1 - CELULAS DE Herbaspirillum seropedicae, COM UM, DOIS OU TRES FLAGELOS EM
UM OU AMBOS OS LADOS.
FONTE: BALDANI et al. (1986 )
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1.2 Herbaspirillum putei

A espécie Herbaspirillum huttiense subsp. putei (FIGURA 2) foi isolada a partir
de amostras de agua de poco em Osaka no Japao. Foi primeiramente classificada
como H. putei (DING & YOKOTA, 2004), e posteriormente reclassificada como H.
huttiense subsp. putei (DOBRITSA et al, 2010). E uma bactéria com contetido de
G+C de 62,9% (DING & YOKOTA, 2004). A analise de sequéncia do gene 16S rRNA
indicou 99% de similaridade com H. huttiense, 98,1% com H. rubrisulbalbicans e
97,9% com H. seropedicae. Quanto a classificacdo taxonémica , Herbaspirillum
huttiense subsp. putei pertence ao dominio Bactéria, filo Proteobacteria, classe
Betaproteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Oxalobacteraceae, género

Herbaspirillum e espécie Herbaspirillum huttiense.

FIGURA 2 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE CELULAS DE Herbaspirillum huttiense subsp. putei
FONTE: DING e YOKOTA et al. (2004)

Com base na arvore filogenética no rRNA 16S (DING E YOKOTA, 2004),
podemos observar a FIGURA 3, que apresenta a relagéo de Herbaspirillum huttiense
subsp. putei com H. huttiense, H. rubrisulbalbicans e H. seropedicae, organismos

gue estao mais proximos dessa espécie.
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&I———-— Sphaerotilus natans 5657 (Z18534)
Caenibacterium thermophilum N2-6807 (AJ512945)
Aquaspirilfum metamorphum DSM 18377 (Y18618)

0-02

—_ Diaphorobacter nitroreducens NA10BT (AB064317)
Alicycliphilus denitrificans K 6017 (AJ418042)
Aquaspirifium anulus 1AM 149487 (ABO74527)
Agquaspirilium giesbergeri 1AM 149497 (AB074522)
996 — Aquaspirillum sinuosum LMG 43937 (AFD78754)

Comamonas testosteroni ATCC 119967 (M11224)
656 Delftia acidovorans ACM 4897 (AFO78774)
_‘:}G'k)phﬁus ampelinus ATCC 339147 (AFQ78758)
Variovorax paradoxus |IAM 123737 (D30793)
Curvibacter delicatus LMG 43287 (AF078756)
[ ] ‘lg_ii[ Curvibacter gracilis T-17 (AB109890)
1000~ Curvibacter lanceolatus ATCC 146697 (AB021390)
991 E: Rhodoferax antarcticus ANT.BR {AF084947)
1000 Rhodoferax fermentans FR3T (D16212)
Polaromonas vacuolata 34-pT (U14585)
Paucimonas lemoignei LMG 22077 (X92555)
Oxalobacter formigenes BA4 (U49749)
Herbaspirillum autotrophicum |AM 149427 (AB074524)
Herbaspirilium lusitanum PB-127 (AF543312)

—— Herbaspirillum frisingense Mb 117 (AJ238359)
a-z| — Herbaspirillum seropedicae ZBT" (AJ238361)

1000 ST r— Herbaspirilum rubrisubalbicans M4T (AJ238356)
4 Herbaspirillum putei 7-27 (AB109889
892 Herbaspirillum huttiense ATCGC 146707 {AB021366)
——————— Massilia timonae (U54470)
82 Aquaspirilium arcticum |1AM 149637 (AB074523)

920 Emm;mbactenum lividum DSM 15227 (Y08846)

84 Duganella zoogloeoides |1AM 126707 (D14256)
Escherichia coli ATCC 117757 (X80725)

FIGURA 3 — ARVORE FILOGENETICA COM BASE EM SEQUENCIAS DE GENES 16S rRNA.
FONTE: DING e YOKOTA (2004)

1.3 Sequenciamento de DNA

Na década de 1970, foram descritas as primeiras técnicas de seqienciamento
a de clivagem quimica (MAXAM et. al , 1977) e a de Sanger (SANGER, 1977) , que
pode ser considerado um dos grandes feitos cientificos (SOUZA e
BRUSAMARELLO, 2009). Durante os anos novas técnicas foram surgindo como o

pirosequenciamento da Roche/454, lllumina/Solexa e SOLID.

O primeiro genoma a ser sequenciado foi o da bactéria Haemophilus
influenzae em 1995 (FLEISCHMANN et al. 1995). Atualmente ajudado pelo enorme
progresso natecnologia, 0 seqienciamento de genomas microbianos esta
avancando em um ritmo sempre crescente. (GALPERIN & KOONIN 2010). Com o
sequenciamento gendmico, conseguimos obter de maneira agil e com um menor

custo informacgdes importantes sobre um organismo.
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Os procedimentos de sequenciamento de DNA gendmico envolvem a
fragmentacao e sequenciamento de milhares de pequenos segmentos de DNA que
posteriormente deverao ser agrupado in silico, o0 que acaba gerando uma quantidade
muito grande de dados. O principal desafio em seqglenciar genomas se encontra em
realizar sua montagem.

Nos ultimos anos as novas plataformas de sequenciamento estdo se
tornando amplamente disponiveis, assim reduzindo o custo do sequenciamento. O
que antes era feito apenas em grandes centros agora pode ser feito por
pesquisadores individualmente. Com a evolugdo de todas essas tecnologias o
desafio a curto prazo é desenvolver protocolos robustos para a efetiva analise dos
dados e também dar uma atencéo especial a parte experimental. Essa nova geracao
de sequenciamento vai acelerar as pesquisas biolégicas, biomédicas e na parte da
bioinformética, podendo assim analisar detalhadamente genomas e transcriptomas.
(SHENDURE e JI, 2008).

Com o aumento de sequéncias completas de genomas de bactérias, cresce
também o numero de genomas que vem sendo depositados nos bancos de dados
publicos. Assim surgem muitos estudos para se determinar funcionalidades dessas
estruturas genbmicas. (HORIMOTO et al. 2001). Alguns dos softwares
desenvolvidos para realizar a montagem e analise dos dados estdo mal adaptados
para trabalhar com as caracteristicas especificas de dados de sequenciamento
dessa nova geracdo. (NAGARAJAN et. al. 2010)

As informacdes obtidas a partir dos sequenciamentos sdo os dados brutos
para que a bioinformética realize seu trabalho, aliando a Ciéncia da Computacao
com a Biologia para assim chegar a um resultado final, um genoma completo com

suas informacdes disponibilizadas.

1.3.1 Meétodo de sequenciamento SOLID

O que diferencia o método de sequenciamento SOLID (MCKERNAN et. al.
2006), dos demais métodos é que sua reagdo é catalisada por uma DNA ligase e
ndo por uma polimerase. Nesse método os fragmentos de DNA sdo gerados e

ligados aos adaptadores P1 e P2 que se ligam especificamente a uma microesfera.
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O sequenciamento ocorre por hibridizagdo de sondas fluorescentes com alvo em
cinco etapas diferentes (CARVALHO e SILVA, 2010).

Na primeira etapa, o primer (n) é utilizado, liberando as primeiras bases da
sequéncia alvo para hibridizacdo com a sonda. Uma das sondas do pool encontrara
similaridade ao alvo ligando-se a ele. O sinal de fluorescéncia € lido, e as trés
tltimas bases da sonda, incluindo o fluoréforo, sdo removidas. Inicia-se o segundo
ciclo de hibridizacdo e assim sucessivamente, até que o alvo seja todo coberto. A
sequéncia em fita dupla é desnaturada, e uma nova etapa de seqienciamento é
iniciada com o primer (n-1). Os ciclos de hibridizagcdo sé&o repetidos, fornecendo
informagédo de outras bases da sequéncia alvo. Novas etapas de sequenciamento
com os primers (n-2), (n-3), e (n-4) sdo realizadas para que toda a sequéncia alvo
seja determinada. Todas as combinacdes possiveis de dinucleotideos sdo marcadas
nas sondas com apenas quatro fluoréforos. Assim, duas leituras sdo necessarias de
cada base para que a sequéncia do dinucleotideo da sonda seja resolvida. Esse
processo inicia-se com a identificacéo da primeira base do alvo na segunda etapa de
sequenciamento (primer n-1), que libera para hibridizacdo com a sonda uma base ja
conhecida, a ultima base do adaptador (CARVALHO e SILVA, 2010).

O sitema SOLID apresenta alta precisdao e velocidade, é uma plataforma de
nova geracdo que permite conduzir multiplos experimentos em uma Unica corrida,

apresentando uma grande cobertura nas amostras.

1.3.2 Formato colorspace

Com a chegada da nova geracdo de sequenciadores, o método SOLID,
apresenta “reads” produzidos com maior cobertura, mas seu tamanho ainda fica
pequeno, cerca de 50 pb. Para ndo apresentar problemas de precisao e altas taxas
de erros nas sequéncias, o sistema SOLID se baseia em ligacbes e apresenta
grande qualidade nos reads, tendo como resultado de seu seguenciamento o
formato colorspace.

O sistema de colorspace apresenta 16 combinagBes de nucleotideos que
apresentam quatro fluoroforos. Para que se possa decodificar uma seqiéncia

utilizamos uma matriz como a apresentada na FIGURA 4.
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22 Base

A C G T

FIGURA 4 — MATRIZ PARA DECODIFICAR SEQUENCIAS EM COLORSPACE.

PARA DECODIFICAR UMA SEQUENCIA PODEMOS UTILIZAR A MATRIZ ACIMA SE
CONHECERMOS PELO MENOS UMA DAS BASES. PODEMOS NOTAR QUE TANTOA->TOUT
-> A, QUANTO A COMPLEMENTAR DE UMA SEQUENCIA, POR EXEMPLO A->G OU T -> C,
APRESENTAM A MESMA COR.

FONTE: YUTAO et. al. (2012)

12 Base
- G O >

Com essa codificagdo o SOLID oferece uma melhor solugéo para se realizar a
montagem completa de genomas. Para vizualizar a sequiéncia necessitamos utilizar

a matriz apresentada anteriormente.

PIPI2%99°

Se a primeira base apresentada € o A, utilizando a matriz localizamos a base
e seguimos até a cor seguinte, apresentada no sinal de fluorescéncia que no
exemplo é a cor azul assim sabemos que a préxima base é o A e assim

sucessivamente até formar a sequéncia final.
1.3.3 Formato base-space
O formato base-space € utilizado para que as seqiéncias de reads possam

ser lidos pelo montador Velvet, as cores equivalem a: 0=A,1=C,2=G,3=T. Nesse

formato as sequéncias ndo tem nenhum significado biolégico.
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1.4 Montagem de Genoma

O avanco das tecnologias de sequienciamento de nova geragao ocasionou o
desenvolvimento de novos métodos de montagem das sequéncias do genoma,
especialmente a montagem de novo. Devido ao pouco conhecimento da aplicacéo
de todas essas ferramentas a escolha de um programa para montar genomas se
torna uma tarefa dificil (ZHANG et. al. 2011).

Todos os diferentes procedimentos de sequenciamento de DNA geram
sequéncias curtas quando comparadas ao genoma completo. Assim, a etapa
conhecida como “montagem de genoma” envolve agrupar as diversas seqiéncias
obtidas nas etapas de sequenciamento numa determinada ordem que representa o
genoma estudado. Desta forma, as sequéncias obtidas na etapa de sequencimento
de DNA, que envolvem experimentos em laboratério sdo chamadas de “reads” ou
leituras (FIGURA 6). O numero de nucleotideos ou bases presentes nesses “reads”,
podem variar em namero de acordo com o método de seqiienciamento utilizado, por
exemplo, cerca de 50pb para sequenciamento do tipo SOLID e 400 pb para o
sequenciamento 454. A FIGURA 5 apresenta um processo resumido de montagem
de genoma.

Considerando que a quantidade de nucleotideos deve ser superior varias
vezes 0 tamanho previsto para o genoma, a dificuldade esta em agrupar sequéncias
de 50 pb, por exemplo, na ordem adequada fornecendo um genoma da ordem de 5
Mb. Assim, claramente o procedimento de montagem do genoma deve ser

automatizado com a utilizacdo de programas de bioinformatica adequados.

Obtencéodo Construcéao de

Bactéria DNA bibliotecas Seqiienciamento
Anotacdao Fechamento de Montagem dos
Automatica GAP fragmentos

FIGURA 5 -NREPRESENTA(;AO RESUMIDA DA ORDEM DE MONTAGEM DO GENOMA ATE SUA
FINALIZACAO COM O PROCESSO DE ANOTACAO AUTOMATICA DE SEQUENCIAS.

FONTE: A autora (2012)
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Os programas que fazem a montagem do genoma variam de acordo com o
tipo de dado utilizado, tamanho de “reads” aceitos, método utilizado para realizar a
montagem, entre outros. Esses programas geram a partir dos reads sequéncias
consenso gque chamamos de contigs (FIGURA 6). Cada contig produzido pode ser
ordenado e ter sua orientagdo encontrada ao longo de um cromossomo com
informacdes adicionais, assim geramos a partir de varios contigs os scaffolds
(FIGURA 4).

READS

ACTCGCATGARG AGATAGCCGEGEATGEGAG]
e CCACRD T an s -

TC GCGCTTAC TRCGALLAL TCEEECTTACTACGACCACACTT TTTT AL GASATAGOCGEHFEAT AT
TP‘-CTTTT!’:'[';'-‘-_“ 7

ALA GTGCTCAS;\TT"I"% COTT T

TC%CGATCCGIAAACCA&

TCECECTTACTACGACCECET GTECAT GAASASATAGCCEEFEAT GEEAGT e —
ATGARGRAGATAGCUARRRRS T

TNGCGCTTACTRCGACCRCﬁCTCuU

CONTIGS

TCECGCTTACTACGACCGCETGT GCAT GAAGAGATAGCC GEEGAT GEEAGT
TTACTACGACCGCETGT GCAT CAAGACGATAGCOC GEEEAT GECAGT GEEAGT
GAGATAGCCGEGEAT GEEAGT FEEAGTATAGCCGEEHHAT GEGAGT GEEAGT
TTATCEGCGCTTACTACGACCGCETGTECAT SAACGAGATAGCCGEEEATGE

Wi

TTATCECGLTTACTACGAZCGCGTETECAT GAAGAGATAGICGHEEAT GEEAGTEEEAGTATAGCCGEEGATGHEAGT ZEGAGT

SCAFFOLDS

TTATCECGLTTACTACGACCGCGTETECAT GAAGAFATAGECEEENNNNNGAT 33GAGT GEEAGTAT AGC CGGEEAT GHEAGT ZHEAGT

SCAFFOLD

FIGURA 6 — VIZUALIZAGAO DOS CONCEITOS DE READS, CONTIGS E SCAFFOLDS EM
SEQUENCIAS DE GENOMAS.

FONTE: A autora (2012)

Para montar o genoma alguns dos programas “montadores” utilizam
sobreposicdo de sequéncias dos ‘“reads”, assim, com todas as informacdes
disponiveis ele tenta resolver este “quebra-cabeca” de sequiéncias. O objetivo final
de todo projeto de genoma é identificar a ordem de cada nucleotideo no conjunto
original do genoma, assim, com toda essa complexidade de dados, € muito raro que
um programa consiga reconstruir completamente o genoma em estudo.

Regides com auséncia de sobreposicdo sdo usualmente encontradas, essas

regides sdo chamadas de “GAP” e representam lacunas que sao apresentadas ao
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final da montagem. A determinacéo da seqiiéncia presente nesses gaps podem ser
obtidas com experimentos de laboratério adicionais e com uma curadoria manual
extensiva, assim podemos validar e corrigir a montagem final garantindo uma
qualidade ao conjunto de genomas.!

Uma das abordagens para a montagem de genomas € a de novo, ou seja,
partindo apenas dos “reads” sem que se tenha nenhum conhecimento da referéncia,
busca-se completar a sequéncia dos genomas. Utilizando a plataforma de
sequenciamento SOLID, o comprimento dos “reads” € pequeno e séo produzidos em
grande quantidade, assim apresentam uma grande cobertura em relacdo ao
genoma. (ZERBINO e BIRNEY, 2008)

O desafio é fazer com que os algoritmos de montagem sejam otimizados para
conseguir processar essa vasta quantidade de informacdes dos sequienciamentos
de nova geracdo que tem suas particularidades para processamento, pelo volume
de dados e tipos de dados especificos a cada sequenciador. (CHAISSON e
PEVZNER, 2008)

1.5 Anotacao

O DNA armazena muitas informagfes bioldégicas dos organismos. A
Bioinformética pode agregar novas informacdes, interpretacfes e andlises para a
anotagcdo de um genoma.

Para que se tenha uma boa anotacédo, os bancos de dados biolégicos tém um
papel fundamental, pois neles se encontram depositadas inUmeras seqiéncias que
podem servir como base para futuras anotagbes, através deles pode-se fazer
comparacoes e buscar as similaridades das sequéncias. Essa comparacdo de
proteinas entre espécies € muito rica em se tratando de anotacdo funcional
(LIBERMAN, 2004). A anotacdo envolve também formulacdo de hipoteses, testes,
refinamentos e publicagcdes (LIBERMAN, 2004; STEIN, 2001)

A anotacdo de um genoma pode ser dividida em trés classes (FIGURA 7):

anotacao a nivel de nucleotideos, ou seja, buscamos a localizacdo das sequéncias e

! Disponivel em: http://www.cbch.umd.edu/research/assembly_primer.shtml. Acesso: 11/01/12
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genes; anotacdo em nivel de proteinas, onde queremos saber quais as fun¢des dos
genes presentes; e o nivel de processo que busca saber quais as vias metabdlicas

esses genes estao presentes. (STEIN, 2001)

ANOTACAO DE
PROTEINAS e COMo 05

* Quais sao genes
0s genes? interagem?

ANOTACAO DE
PROCESSOS

e Onde estao
0S genes?

ANOTACAO DE
NUCLEQTIDEQS

FIGURA 7 — A FIGURA APRESENTA O PROCESSO GERAL DE ANOTAGCAO DE GENOMAS.
FONTE: Adaptacdo (STEIN 2001; TIEPPO, 2011)

Ao estudarmos um genoma a identificacdo de seus elementos € muito
importante, assim podemos fazer a predicdo dos genes presentes e atribuir a eles
suas fungbes biologicas e suas categorias funcionais. Para termos essas
informacdes, dispomos de dois principais processos: anota¢cdes automaticas, onde
as analises séo feitas por meio de programas; e as anotagfes manuais, que passam
pela curadoria envolvendo pesquisadores e toda sua experiéncia, para se alcancar
os resultados.

E através da anotacdo que podemos disponibilizar para a comunidade
cientifica, as informacfes para consultas de interesse para seus trabalhos. Assim,
essa anotacao passa a ser informativa sobre os processos de proteinas que ja foram

estudadas.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo Geral

Montar o draft da bactéria Herbaspirillum huttiense subsp. putei e realizar sua

pré-anotacao automatica.
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1.6.2 Objetivos especificos

» Utilizar para a montagem do genoma da bactéria Herbaspirillum huttiense
subsp. putei, dados de sequenciamento SOLID.

» Utilizar genomas de referéncia para ordenacao dos resultados de contigs
e scaffolds.

* Fechar as falhas de montagem utilizando dados de montagens auxiliares.

» Realizar a pré- anotagéo do draft da bactéria.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Conjunto de dados

O sequenciamento da bactéria Herbaspirillum huttiense subsp. putei foi
realizado pelo Nucleo de Fixagcdo de Nitrogénio do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFPR, e cedido para este trabalho. Foram realizados dois
sequenciamentos, utilizando o método SOLID com bibliotecas de mate-paired,
totalizando 205 119 350 reads sequienciados em formato colorspace. Os “reads” sado
pareados e com tamanho de 50 pb. A TABELA 1 apresenta o detalhamento dos dois
conjuntos de dados resultantes.

Com a finalizagdo do genoma de H. seropedicae (PEDROSA et. al., 2011),
varias bactérias, pertencentes a esse género vem sendo seglienciadas neste
mesmo departamento, pelo interesse no estudo desse género. Como sdo as
primeiras a serem sequenciadas no pais, trazem com elas o desafio em utilizar esse
novo meéetodo de sequenciamento do tipo SOLID. Com a finalizacdo dos genomas
que vem sendo sequenciados dentro do grupo, busca-se uma comparagcdo mais

abrangente dentro do género Herbaspirillum.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS DOS CONJUNTOS DE DADOS DO
SEQUENCIAMENTO SOLID

Caracteristicas Corrida 05 _40pb  Corrida 1_50pb
Tipo de leitura SOLID SOLID
Tipo de dado Curto Curto
Tamanho médio de leitura 50 pb 50 pb
Distancia entre as extremidades pareadas ~ 1500 ~ 1500
Total de leituras 102 768 904 102 350 446
Total de bases 5138 445 200 5117 522 300

FONTE: A autora (2012)



26

2.2 Alinhamento com o genoma de referéncia

Com o grande numero de genomas depositados em bancos de dados publicos,
podemos utilizar um genoma similar ao estudado para: auxiliar na montagem do
genoma; realizar o alinhamento de sequéncias e ordenar conjunto de dados
baseando-se nessa referéncia.

Observando a proximidade das espécies de Herbaspirillum seropedicae e
Herbaspirillum rubrisubalbicans com o genoma estudado, optamos pela escolha
desses dois organismos para comparagbes em nosso estudo. O primeiro genoma
esta depositado no NCBI com numero de acesso CP002039 e o segundo fez parte
da pesquisa de mestrado do aluno Rodrigo Luis Alves Cardoso (CARDOSO, 2011),
obtendo assim a sequiéncia do segundo genoma.

Utilizando o alinhamento realizado fizemos a ordenacgao dos dados utilizando o
programa JContigSort (GUIZELINI et. al., 2011), que baseado no genoma de
referéncia faz a distribuicdo e ordenacdo dos conjuntos de dados ao longo do
genoma.

Podemos observar no fluxograma (FIGURA 8) abaixo os passos destes

processos.
GENOMA ESTUDC - Herbaspirilum H. subsp. Futai
[ SELECIONAR GENOMAS DE REFERENCIA - Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans ]
[ ALINHAMENTO COM O 1° GENOMA DE REFERENCIA ] [ ALINHAMENTO COM O 2° GENOMA DE REFERENCIA ]
[ ORDENACAQ BASEADA NO 1° GENOMA ] [ ORDENACAC BASEADA NO 2° GENOMA ]

[ GRAFICO e ARQUIVO COM A ORDENACAO DOS DADOS ]

FIGURA 8 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE ALINHAMENTO E ORDENAGCAO DOS DADOS.
FONTE: A autora (2012)
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2.3 Montagem automatica do organismo

Para realizar a montagem automatica do genoma, aconteceu um pre-
processamento dos dados do conjunto de sequenciamento corrida05_ 40pb, foi
realizado um trimming nas bases finais dos “reads” desse conjunto, que em seguida
foi submetido ao processo de montagem com a finalidade de chegar ao draft do
genoma da bactéria Hesbaspirillum huttiense subsp. putei, para assim resultar em

contigs e scaffolds finais da montagem.
2.3.1 Trimming de bases

O conjunto inicial de dados (corrida05_40pb) escolhido como principal foi
analisado utilizando o programa Quality Assessment (RAMOS et. al, 2011) (FIGURA
9), que gera um grafico da qualidade dos reads por posi¢cdo de cada base. Com a
utiizacdo do programa o que se procurou foi eliminar as bases para que a
montagem apresentasse uma melhor qualidade e com isso um menor niumero de

contigs e scaffolds.

#~ Al Al e ke danad § T FT)

Quality Fils Infermations Lag

Quisliy File: fira T bimihf ety TaelAeal e *

Mumber of Basas: |50 Pracess
Graphic Wiswer
Sebect the bags! - &
® By sverage of qualties 7 By sum of qualties | &l
Entimate

Size of reference genoma: |1

Fillesr
'a_‘ Avarsge qualty greater than

™ Madian quality grester than |

rumbar of Reads
tumbar aker the hitar
Estimated Covsrage
o 2
Wersion; &9

FIGURA 9 — TELA INICIAL DO PROGRAMA QUALITY ASSESSMENT.
FONTE: Quality assessment (RAMOS et. al. 2011)
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O segundo conjunto de dados (corridal 50pb) foi submetido a montagem
sem nenhuma alteracdo, ou seja, ele complementou o conjunto que recebeu o

trimming durante o processo de finalizacdo da montagem.

2.3.2 Equipamento utilizado

ApoOs finalizar a analise dos conjuntos de dados se fez necessario o inicio das
montagens dos dados, foram desenvolvidas diferentes estratégias para utilizar os
eguipamentos disponiveis em cada fase do desenvolvimento do projeto.

A primeira estratégia foi a divisdo dos dados em conjuntos menores para
atender ao processamento disponivel em servidores com 8 GB e 16 GB de memoria
RAM, pois o0 processamento ndo pode ser concluido com o total dos dados. Assim,
esta estratégia foi descartada por ndo apresentar uma maneira eficiente em
trabalhar com os dados do genoma. Para utilizar os dados sem dividi-los foi
necessario a utilizacado de um cluster com 124 GB de RAM.

As montagens finais do genoma foram realizadas utilizando o cluster
adquirido pelo Programa de Bioinformatica da Universidade Federal do Parana e as
analises no computador disponibilizado ao projeto no préprio laboratério do
programa. Com isso podendo obter os melhores resultados dentre as montagens. O
cluster segue as especificacdes:

» Sistema operacional: GNU/Linux — Debian 6.0;

« Processador: 64 nucleos — Intel®Xeon® CPU E7 8837@267.Ghz.
* Memoria RAM: 512 GB;

 HD: 200 GB — Storage 7.2 TB;

* Arquitetura: NUMA link 5.

2.3.3 Pipeline De novo

O pipeline De novo é um conjunto de softwares utilizados para montagens de
genomas onde nao se conhece a referéncia, ele faz a montagem dos “reads” e gera
sequéncias maiores como contigs e scaffolds, € geralmente utilizado para
montagens de pequenos genomas, com até aproximadamente 30 Mb, trabalha com

os “reads” gerados no sistema SOLID da Life technologies®. Ele faz uso da grande
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guantidade de dados gerados pela plataforma SOLID e reconstréi 0 genoma
baseado nos pequenos “reads”. O sistema de cores ajuda na correcdo de erros
presentes nos “reads” para uma melhor montagem; o pipeline procura por regides
com cobertura ndo uniforme, e faz com que gere seqiiéncias concenso altamente
precisas.

Suporta o formato de mate-paired como o adotado no sequenciamento da
bactéria estudada, Herbaspirillum huttiense subsp. putei. Com a correcdo de erros
realizada pelo SAET, um dos programas desse pipeline, aumenta a meédia do
comprimento dos contigs e do numero de gaps fechados pelo ASID, outro programa
que compde o pipeline.

Trabalha com a estimativa de parametros que melhor se encaixam ao seu
conjunto de dados. Utiliza um programa montador de genomas acoplado, chamado
de Velvet, que entra com sua versao 0.7.5.5, e é quem realmente fara a montagem
do genoma. Otimiza o processo de montagem uma vez que busca de forma
automatica juntar programas que podem ser disparados por um Unico comando
assim facilitando seu uso.

A FIGURA 10 apresenta um diagrama que mostra o fluxo basico do pipeline

utilizado.

rsampling* SAET* preprocessor

(estimativa de (prepara os reads para

parimetros) (corrigir erros leituras) uso no Velvet e Asid)

v

GE ASID

* fases opcionais

FIGURA 10 — DIAGRAMA QUE REPRESENTA O FLUXO DO PIPELINE.

O PIPELINE APRESENTADO SE DIVIDE EM 6 FASES DISTINTAS, CADA UMA DELAS SE
REFERE A UM PROCESSO NOVO QUE OCORRE COM AS SEQUENCIAS DE DNA COMO
REPRESENTADO NA FIGURA.

FONTE: APPLIED BIOSYSTEMS (2012)
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Segue uma breve descri¢do das fases do processo que envolve o pipeline:

» rsampling : onde ocorre a estimativa de alguns parametros como por
exemplo: a estimativa precisa da cobertura por meio de sub-conjuntos que cria e
avalia;

* SAET: utiliza a alta cobertura e os valores de qualidade precisos
apresentados pelo SOLID e corrige as leituras em colorspace, em média tem uma
boa reducao da taxa de erro assim tornando o processo de montagem denovo mais
preciso.

* preprocessor: prepara as leituras para serem utilizadas pelo montador
Velvet, primeiro ele corta o primer das leituras, depois passa 0s numeros que
representam o color space para pseudobases (0=A,1=C,2=Ge3=T),faza
orientacao correta do fragmento.

* Velvet: nessa fase € onde realmente acontece a montagem do
genoma, esse montador utiliza a abordagem de Brujin em cada n0, que representa a
sobreposicao dos k-mers. Oferece uma solucdo eficiente para a montagem de
milhdes de leituras compondo grandes contigs.

» ASID: busca fechar os gaps entre os contigs primeiramente montados,
quando obtém essa sobreposicdo, ele substitui os dois contigs por um outro
mesclando os dois, e é nesse passo que sdo geradas as seqiéncias em base
space;

* Analysis: realiza as analises sobre os dados gerados.

2.3.4 Velvet

O Velvet € um programa utilizado para montagem de genomas a partir de
“reads” curtos produzidos pela nova geracdo de sequenciadores. E muito
empregado quando se estuda um novo organismo que ainda ndo tem um genoma
de referéncia disponibilizado. O que diferencia esse programa € o grafico de Brujin
utiizado para a montagem, depois desse passo busca resolver as repeticbes
encontradas. Ao final do processo gera uma saida com a montagem realizada e
algumas estatisticas que séo utilizadas para compreender melhor os dados.
(ZERBINO, 2010)
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Para cada conjunto de dados vamos encontrar os parametros que melhor se
ajustam, alguns deles devem ser modificados logo ao se compilar o programa,
diponibiliza ainda uma rotina para otimizacado de parametros. O Velvet trabalha com
o tipo de dado colorspace, para a analise e montagem desse tipo de dado é preciso
algumas configuracdes especificas, que vem pré-estabelecidas quando acoplado ao
pipeline De novo. (ZERBINO, 2010)

Quando tratamos de processamento de dados do tipo colorspace estamos
trabalhando com um formato muito especifico de dados. Sao arquivos com
propriedades muito diferentes por isso € recomendavel utilizar esse processamento
dentro do pipeline apresentado. (ZERBINO, 2010)

O processo basico de montagem do Velvet acontece em dois passos que
envolvem os dois executaveis disponiveis dentro do pacote: o velveth e o velvetg,
como o processamento utilizado envolve “reads” em colorspace, 0s executaveis sao
o velveth_de e o velvetg_de. O primeiro Ié os arquivos com as seqiéncias e constroi
uma espécie de dicionario com todas as palavras possiveis dentro do numero
informado como parametro, e vai definir os alinhamentos. Apds esse passo, O
velvetg de, |1é os alinhados e constréi o grafico “de Brujin” a partir dos alinhamentos,

remove erros e continua simplificando o gréfico e resolvendo as repeticoes.

2.3.4.1 Parametros Velvet

Ao iniciar o processo de montagem da bactéria Herbaspirillum huttiense subsp.
putei, 0 ajuste de parametros foi feito de acordo com as analises do conjunto de
dados, para que as montagens pudessem ser concluidas um fator determinante foi a
escolha do parametro de kmer, que trata da quebra de palavras, ou seja, o tamanho
que os “reads” serao divididos.

Dentro do trabalho observamos que o numero de kmer baixo ocasionou
problemas na montagem, ocorrendo de algumas vezes nem ser concluida. Outra
observacéo que podemos fazer é que com esse mesmo ajuste, ou seja, kmer baixo
o numero de contigs ficou elevado.

Estabelecemos na montagem corrida05_40pb o valor de 28 para o kmer e na
montagem corridal 50pb o valor de 29, assim tendo um melhor desempenho

obtendo uma resposta mais rapida do montador e resultados expressivos para a
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analise. A TABELA 2, apresenta os parametros utilizados nas principais montagens

do genoma.

TABELA 2 — PARAMETROS UTILIZADOS NAS MONTAGENS DO GENOMA DE
Herbaspirillum huttiense subsp. putei.

Parametro Corrida05_40pb Corridal_50pb
kmer 28 29
ins_length 1500 1500
ins_length_sd 500 1000
min_contig_lgth 80 80
exp_cov 350 175

2.4 Fechamento de gaps

Depois do processo de montagem de um genoma obtemos um conjunto de
dados resultante que contem alguns gaps, ou seja, falhas de montagem e que
devem ser corrigidas para se obter a sequiéncia completa de um genoma. Os gaps
podem estar entre contigs, que chamamos de gaps internos aos scaffolds, ou serem
as provaveis ligacbes entre scaffolds, que chamamos de gaps externos a serem
fechados.

Utilizamos como base para o fechamento de gaps a montagem
corrida05_40pb. O fechamento de gaps dividiu-se em duas partes, primeiro o
fechamento manual e segundo, o fechamento automatico, que baseado em scripts

desenvolvidos buscou facilitar e agilizar esse processo.
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2.4.1 Fase manual

A fase manual do processo de fechamento de gaps, teve como estratégia utilizar
as sequéncias proximas ao gap, que no conjunto de dados € representado pela letra
“N”, e a partir dessa informacdo buscar em outras sequéncias de dados e nos
bancos de dados do NCBI o complemento para as falhas da montagem.

Utilizamos o BLAST (ALTSCHUL, 1990) para realizar os alinhamentos contra os
outros conjuntos de dados disponiveis da bactéria H. huttiense subsp. putei e contra
a base de dados de proteinas ndo redundantes do NCBI.

Durante a analise dos dados por meio de blast, houve a necessidade de separar
algumas bases que se encontravam préoximas aos gaps, assim seria uma alternativa
de agilizar e reduzir o escopo da busca, sempre respeitando um nimero minimo de
bases. Para automatizar esse processo, de localizar o gap e selecionar o nimero
desejado de bases, foi desenvolvido um programa em Java, que recebe as
sequéncias e que resulta em um arquivo apenas com as sequéncias de interesse.
Gera um arquivo de log, que identifica qual a posicdo de cada gap no arquivo
original (FIGURA 11), e um grafico onde mostra a quantidade de gaps existente por
scaffold (FIGURA12).
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You have selected the file: “nt_scaffolds fa” from "CiiUsers\Marcelo\Deskiop\s cafffoldsint_s caffolds.fa” Would you like to process it 2
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The node =NODE_1580-0.98 has no gaps gaps
The node =NODE_1581-0.90 has no gaps gaps
The node =NODE_1600-0.164 has no gaps gaps.
The node =NODE_1601-0.112 has no gaps gaps.
The node =NODE_1608-0.96 has no gaps gaps
4] i I

FIGURA 11 - PROGRAMA PARA SELECIONAR AS BASES DE INTERESSE PARA REALIZAR O
BLAST.

FONTE: A autora (2011)
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ﬂ)NODE_734-0‘3021 | 74

>NODE_8785-0.911 | 186

=NODE_1456-0.5795 | 17|
>NODE_5857-0.1141 | 98| =NODE_1573-0.750 | 13
=NODE_1718-0.565 | 2
>NODE_2045-0.2397 | 5|
>NODE_2124-0.4685 | 66

-NoDE 5837.0.305¢ |52 : ) =

>NODE 2232-0.2826 | 13|

>NODE_2241-0.4161 | 42

=NODE_5355-0.3135 | 51 [y R \“Z” >NODE 2339-0.566 | 11
. : >NODE_2425-0.1394 | 122

>NODE_2545-0,1887 | 14
>NODE_3052-0.932 | 73

~NODE 5267-0.1220 | 27 L Y & >NODE_2526-0.818 | 17

>NODE_3098-0.1239 | 5
>NODE_3853-0.1223 | 33

>NODE_3889-0.1866 | 96|

>NODE_3986-0.933 | 175

>NODE_4483-0.1705 | 55|

>NODE _4198-0.1505 | 60
>NODE_4274-0.2266 | 34

FIGURA 12 — GRAFICO QUE APRESENTA A QUANTIDADE DE GAPS POR SCAFFOLD CONTIDO
NO ARQUIVO.

FONTE: A autora (2011)

Utilizando esse conjunto com os dados separados e com as seqiéncias foco
bem estabelecidas, utilizamos o BLAST (ALTSCHUL, 1990) para chegar a um
resultado baseando-se no alinhamento final de retorno. Essa estratégia é valida

também para verificacdo e validacao de gaps fechados automaticamente.

2.4.2 Fase automéatica

Observando o processo realizado para o fechamento manual de gaps, vimos
gue o protocolo base de toda essa fase se repetia inUmeras vezes, assim buscamos

automatizar essa fase deixando algo mais pratico e intuitivo para o fechamento de
gaps.
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2.4.2.1 Proposta do script

O script foi desenvolvido, dentro do grupo de pesquisa, em MATLAB® e
disponibilizado para testes com os dados disponiveis das montagens que vem
sendo realizadas. Com o objetivo de fechar o maior nimero de gaps com os dados
conhecidos utiliza uma sequéncia de dados escolhida como query e outra
sequéncia como subject. O diagrama abaixo (FIGURA 13) representa o fluxo de

processos realizados durante a execucao do script.

INPUT

Seqiiéncia utilizada como query

PARAMETROS

Ajuste de parametros : contig, numerc do gap, simbolodo gap e bases a serem analisadas

BANCO DE DADQOS

Cria o banco com os dados que devem ser utilizados como subject para blast

|¢

PROCESSAMENTO

- Realiza o blast das sequiéncias - Retorna o alinhamento da regidodo gap

|¢

FIGURA 13 — DIAGRAMA DE PROCESSOS DO SCRIPT DE FECHAMENTO DE GAPS.
FONTE: A autora (2011)

Ao final desse processo temos como resultado o alinhamento do gap e a

marcacao de todas as possiveis regides de fechamento de gaps.

2.4.2.2 Obtencao das sequéncias

As sequéncias utilizadas para o fechamento dos gaps foram as resultantes do
processo de montagem, a montagem utilizada como query foi a corrida05_40pb e a

segunda montagem da corridal_50pb foi utilizada para gerar o banco de dados para
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blast. Os gaps tem tamanho variavel e sdo representados por N’s, o velvet faz uma
estimativa do tamanho do gap, costuma-se ter no minimo 10pb representando cada
gap por problema de compatibilidade com o banco do NCBI, isso ocorre mesmo se a
distancia for menor (ZERBINO, 2010).

Nos conjuntos de dados do projeto, ocorreu a representacdo do gap por
apenas um N, o que dificultou na busca e no fechamento dos gaps. No entanto o
script faz com que esse espaco de N’s seja ajustado para tamanhos diferentes de
gaps, ou seja, ele adéqua o alinhamento com o nimero que encontra de bases para

fechar o gap, por exemplo, como mostra a FIGURA 14:

Seqliéncia obtida pela montagem:

AGGCGCAAGCCTTGCAGATNTAGAGGCCTTTTGCTTTTGC

O gap esta estimado em apenas uma base, ao fazer o alinhamento obtemos o tamanho real do
gap:

- o

prrrrineeerrenernrnrrereennd 1 | sprrrrrrrrrrrrerrernnnrnnrrnn

Query CAACCARATGCACTAAGGCGCAAGCCTITGE-———-—- A-G—————-. y Y, NIAGAGGCCTITITTGCTTITGCGIGACCTITIGT.
|
Subject CAACCAAATGCACTAAGGCGCARGCCTTGEAGATARAGGCCTCTAACGTTACCGCETIAGAGGCCTITTGCTTTIGCGTGACCTTGT,

FIGURA 14 — EXEMPLO DO TAMANHO DO GAP ESTIMADO E O REAL ENCONTRADO PELO
SCRIPT DE FECHAMENTO.

FONTE: A autora (2012)

Dessa forma utilizamos as sequéncias disponiveis para fechar os gaps
possiveis dentro do conjunto de dados, uma segunda abordagem pode utilizar
bancos ja conhecidos como o NR para realizar os blasts e encontrar as sequiéncias
gue fecham gaps. Uma amostra do conjunto de gaps fechados foi validada por meio
de “blasts” online onde retornou em organismos proximos segiéncias que o0

alinhamento também encontrou como positivas para gap fechado.
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2.4.2.3 Bancos para blast

Para o fechamento de gaps nas sequéncias foram utilizados o que chamamos
de “bancos” para realizar o BLAST, ou seja, “bancos” sdo arquivos para busca
criados pelo proprio software, a partir de sequiéncias que queremos como subject e
que se utiliza para obter o resultado do alinhamento. Todos os gaps entre scaffolds
ndo foram fechados levando em conta a falta de indicios de sobreposicéo e ligacdo
entre eles. Para realizar essa busca, foram utilizadas as sequéncias auxiliares das
montagens realizadas com H. huttiense subsp. putei, registradas na TABELA 3,

abaixo:

TABELA 3 — CONJUNTOS AUXILIARES DE DADOS PARA CRIACAO DE BANCO
DE DADOS PARA BLAST

Conjunto de dados N.° de contigs N.° de scaffolds
Corridal_50pb 4 786 829
Ponta 3 8 295
Ponta r3 8 020

FONTE: A autora (2012)

2.5 Pré-anotacdo

Para atribuir caracteristicas biolégicas e obter as informacdes disponiveis nas
sequéncias, realizamos uma pré-anotacdo automatica do conjunto final de 37
scaffolds da bactéria Herbaspirillum huttiense subsp. putei. Utilizamos duas
plataformas para realizar a anotagdo do genoma: RAST — Rapid Annotation using
Subsystem Technology (MEYER et. al, 2008) e o HGF - Hybrid Gene Finder
(RAITTZ R.T. dados néo publicados, 2011).
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Dentro do desafio de analisar as inUmeras sequéncias que vem sendo
disponibilizadas, o RAST (MEYER et. al, 2008) procura proporcionar alto rendimento
computacional para atribuicbes funcionais as sequéncias. Controla o acesso de
usuarios para manter a privacidade dos dados submetidos, disponibilizando o
resultado em varios formatos para download. Busca agilizar a anotacdo dos dados
por meio da computacéo de allto desempenho, e acabar com esse que vem sendo

um dos grandes gargalos da anotacao.

O HGF (RAITTZ R.T. dados néo publicados, 2011), busca encontrar orfs nos
dados submetidos, seu diferencial é identificar orfs pequenas assim

complementando os demais anotadores.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Trimming de bases

39

Com base nos resultados do programa Quality Assessment (RAMOS et. al,

2011) percebeu-se que as sequéncias dos “reads” apresentavam uma queda de

gualidade em suas bases finais, assim antes de submeter o conjunto de dados a

montagem foi realizado um trimming nas 10 bases finais de cada “read”, passando

de 50 pb para 40 pb. As FIGURAS 15 e 16, apresentam em graficos a queda de

gualidade dos “reads” percebidas nas duas tags do sequenciamento que chamamos

de F3 e R3.

Quality Distribution

© B N W & U 9 N ® ¢

12 3 a5 6 7 8 9 10

FIGURA 15 — GRAFICO DE QUALIDADE DOS “READS” F3 POR BASE.
FONTE: Programa Quality assessment (RAMOS et. al. 2011)
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Quality Distribution

I

11 - -
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1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
Bases

FIGURA 16 — GRAFICO DE QUALIDADE DOS “READS” R3 POR BASE.
FONTE: Programa Quality assessment (RAMOS et. al. 2011)

Observando a qualidade apresentada nos gréficos buscou-se com a
eliminacdo dessas 10 bases finais deixar a montagem com uma melhor qualidade e
com isso apos o término de todo o processo, gerar um menor numero de contigs e
scaffolds.

3.2 Conjuntos finais de scaffolds

Os conjuntos finais de scaffolds foram obtidos somando o resultado da
montagem das duas corridas disponibilizadas, com o fechamento dos gaps. A
TABELA 4 mostra o resultado dos scaffolds e a TABELA 5 apresenta o resultado
dos contigs finais.
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TABELA 4 — RESULTADO FINAL SCAFFOLDS

Corrida05_40pb Corridal_50pb

Porcentagem de A 18 18
Porcentagem de C 31 31
Porcentagemde T 18 18
Porcentagem de G 31 31

Sum scaffolds 5780341 5864859
Num scaffolds 447 829

N50* 221930 235282

Max 566920 1115011

1 N50 -> quer dizer que pelo menos 50% do genoma estd representado em scaffolds de tamanho

igual ou maior que o de N50.

FONTE: A autora (2012)
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TABELA 5 - RESULTADO FINAL CONTIGS

Corrida05_40pb Corridal_50pb
Porcentagem de A 18 18
Porcentagem de C 31 31
Porcentagem de T 18 18
Porcentagem de G 31 31
Sum contigs 5776603 58569945
Num contigs 2316 4786
N50* 5020 2116
Max 33410 11706

' N50 -> quer dizer que pelo menos 50% do genoma esta representado em scaffolds de tamanho

igual ou maior que o de N50.

FONTE: A autora (2012)

Durante o processo de montagem do genoma o programa montador utilizou
para o primeiro conjunto de dados (corrida05_40pb) 63,4% dos reads disponiveis e
para 0 segundo conjunto (corridal_50pb) 50,8% dos reads, uma proporcdo boa
levando em conta a presenca de bases indefinidas nas sequéncias.

Analisando o conjunto com o menor namero de scaffolds, tomado como
montagem principal, e complementado com os outros dados, pudemos observar que
apenas 37 scaffolds, representavam aproximadamente 98% de todo o tamanho do
genoma. Partindo dessa informacgéo, geramos um arquivo contendo os 37 scaffolds

significativos da montagem para prosseguir com as analises. Utilizar apenas os
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contigs/scaffolds com mais de 1000 pb foi util, assim funcionando como um filtro que
facilitou o tratamento desses dados, o que foi retirado do conjunto principal foi
utilizado para analises durante o processo.

Dentro desse conjunto de dados encontramos 1908 gaps, com a utilizacao
dos scripts desenvolvidos e também do fechamento manual resultamos em 90 gaps

fechados.

3.3 Ordenacéo do scaffolds

Os scaffolds da montagem SOLID foram ordenados ulizando como referéncia
os genomas de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans. Para realizar a ordenacéo
utilizamos o software jContigSort (GUIZELINI et. al., 2011), que ordena os dados
baseados na referéncia e gera um arquivo com a provavel ordem dos contigs. Com
essa ordenacéo e alinhamento utilizando o programa MUMer observamos que 0s
genomas apresentam grandes regides similares.

Com a ordenacdo dos scaffolds, resultados de alinhamentos, BLAST e as
analises realizadas nos arquivos de coordenadas gerado pelo MUMer, pode-se
indicar uma provéavel ligacdo entre 4 scaffolds o que reduz o conjunto de 37 para 33
scaffolds. As ligagOes estariam entre os scaffolds 2 e 37; 22 e 16; 31 e 23; 34 e 7 e

precisam ser analisadas de maneira detalhada para que se comprove a ligacao.

3.3.1 Herbaspirillum huttiense subsp. putei x Herba  spirillum seropedicae

O conjunto de scaffolds foi ordenado baseado no genoma de referéncia e
realizado o alinhamento contra a Herbaspirilum seropedicae como observado na

FIGURA 17 que apresenta o gréfico dotplot desse alinhamento.
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FIGURA 17 — GRAFICO DOTPLOT DOS SCAFFOLDS DEPOIS DE ORDENADOS DE H. huttiense
subsp. putei CONTRA O GENOMA COMPLETO DE H. seropedicae, MOSTRANDO OS
ALINHAMENTOS COM A REFERENCIA.

FONTE: A autora (2011) com base em MUMmer

Com esse alinhamento podemos observar de maneira mais clara a alta

identidade entre os dois genomas. A partir do draft do genoma de Herbaspirillum

huttiense subsp. putei geramos o grafico de GCSKEW acumulado apresentado na

FIGURA 18 em comparacdo com o de Herbaspirillum seropedicae. A proximidade

entre 0s genomas gera um padrdo parecido entre eles no grafico de GCSKEW

acumulado apresentado.
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0 1000 2000 3000 4000 S000 BoG0

- GCSKEW de H. huttiense subsp. putei

- GCSKEW de H. seropedicae

FIGURA 18 — GRAFICO DO GCSKEW ACUMULADO DOS SCAFFOLDS ORDENADOS DE H.
huttiense subsp. putei. A PRIMEIRA METADE ACUMULA-SE VALORES CRESCENTES E NA
SEGUNDA VALORES DECRESCENTES.

FONTE: A autora baseado em MATLAB(2011)

3.3.2 Herbaspirillum huttiense subsp. putei x Herba  spirillum rubrisubalbicans

Na FIGURA 19, podemos observar o grafico de dotplot do alinhamento do
genoma com a segunda referéncia Herbaspirillum rubrisubalbicans utilizando o

programa MUMmer.
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FIGURA 19 — GRAFICO DOTPLOT DOS SCAFFOLDS DEPOIS DE ORDENADOS DE H. huttiense

subsp. putei CONTRA O GENOMA COMPLETO DE H. rubrisubalbicans, MOSTRANDO OS

FONTE: A autora (2011) com base em MUMmer

Observando também uma proximidade entre as duas espécies, a FIGURA 20,

apresenta a comparacao de H. huttiense subsp. putei e H. rubrisubalbicans com

fico de GCSKEW acumulado.

ao ao gra

relaca
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FIGURA 20 — GRAFICO DO GCSKEW ACUMULADO DOS SCAFFOLDS ORDENADOS DE H.

huttiense subsp. putei. O PADRAO DO GRAFICO BASEIA-SE NOS DADOS DISPONIVEIS DE H.
rubrisubalbicans.

FONTE: A autora baseada em MATLAB (2011)

3.4 Pré - Anotacao

A pré-anotacdo pelo RAST dos 37 scaffolds, contendo 5 723 280 bases,
gerou um total de 5 547 caracteristicas anotadas. Como resultado obtivemos a
anotacao dos genes e alocagcdo em subsistemas, tendo uma visdo qualitativa dos
genes anotados de acordo com sua funcdo ou grupo (FIGURA 21). J& a realizada
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pelo HGF resultou em 6 084 orfs anotadas. A diferenca do numero de orfs anotadas
se deve a diferenca de técnicas aplicadas pelos dois preditores.

Em subsistemas: Distribuicdo das anotac¢des por subsistema:
Total: 2 782

N&o — hipotético: 2 639
Hipotético: 143

N&o presentes em subsistemas:
Total: 2 765

N&o — hipotético: 1 387
Hipotético: 1 378

Legenda dos recursos do subsistema:

Cofatores, Vitaminas, Grupos protéticos, Pigmentos (330)
Parede celular e cdpsula (161)

Doenca de viruléncia e de Defesa (158)
Metabolismo de potdssio (20)

Fotossintese (0)

Diversos (262)

Fagos, Profagos, elementos transponiveis, Plasmids (17)
Transporte de membrana (212)

Aguisicdo de ferro e metabolismo (16)
Metabolismo de RNA (168)

Nucleosideos e nucleotideos (108)
Metabolismo de proteinas (224)

Divisdo celular e ciclo celular (22)

Motilidade e guimiotaxia (217)
Regulamentacdo e sinalizacdo celular (93)
Metabaolismo secundario (0)

Metabolismo de DNA (148)

Acidos graxos, lipidios e isoprencdides (198)
Metabolismo de nitrogénio (41)

Dorméncia e esporulacdo (4)

Respiracdo (145)

Resposta ao estresse (183)

Metabolismo de compostos aromaticos (124)
Aminodcidos e Derivados (466)

Metabolismo de enxofre (104)

Metabolismo de fdsforo (40)

Carboidratos (518)

FIGURA 21 — DISTRIBUICAO DOS GENES ANOTADOS PELA PLATAFORMA RAST DE ACORDO
COM SUA CATEGORIA EM CADA SUBSISTEMA

FONTE: Adaptacdo RAST (2012)
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Todo o processo de pré-anotacdo descrito neste trabalho, foi realizado por
meios automatizados, assim, apdés a obtencdo da sequéncia completa desta
bactéria € necessario que este genoma seja submetido a uma nova anotagcao e
curadoria manual, para que se tenha precisdo nos dados antes de seu depdésito nos

bancos de dados publicos.
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4 CONCLUSAO

O draft do genoma da bactéria Herbaspirillum huttiense subsp. putei obtido
pela andlise e processamento dos dados de contigs e scaffolds resultantes da
montagem gendmica resultou em 37 scaffolds que juntos somam 5 723 317 com
conteudo GC de 62,3 %, esses scaffolds podem ser reduzidos a 33 pelos indicios de
ligacdo presentes nas sequéncias. Apresentou grande similaridade com os genomas
utilizados como referéncia H. seropedicae e H. rubrisubalbicans. O padrao do gréafico
de Gcskew se manteve na ordenacédo dos scaffolds baseados em cada uma das

referéncias.

Para o fechamento dos gaps apresentados no conjunto de dados, foram
desenvolvidas novas estratégias para facilitar a forma manual, assim apresentando
uma nova ramificacdo para trabalhos futuros, onde a bioinformética facilite nas
pesquisas possibilitando que o fechamento de gaps, se torne mais agil visto o
crescimento do sequenciamento gendémico. Durante a finalizacdo dos dados, néo
foram utilizadas técnicas de bancada em laboratorio para obtencdo de novas

sequéncias o que poderia posteriormente ajudar na finalizagcdo do genoma.

Assim, disponibilizamos uma anotacdo parcial do genoma bacteriano
Herbaspirillum huttiense subsp. putei, para que em trabalhos futuros possa ser
finalizada por meio de novas andlises de dados, de novas sequiéncias obtidas e
assim possa ser anotada por completo, depositada e disponibilizada para novas

pesquisas.
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