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RESUMO

O Herbaspirillum lusitanum P6-12 foi isolado de nddulos de raiz da planta
Phaseolus vulgaris (feijao) em Portugal. O genoma foi obtido através do programa
CLCWorkbench utilizando a combinagé&o de leituras de sequéncias SOLID e lllumina.
Utilizando o programa RAST e posterior revisdo manual, a anotacdo do genoma
obteve 4488 genes, cobrindo 87% do genoma, 51 tRNA e um operon ribosomal na
ordem 16S rRNA-23S rRNA-5S rRNA. O H. lusitanum P6-12 possui as vias
metabdlicas Entner-Doudoroff, pentoses fosfato, acidos tricarboxilicos Embden
Meyerhof-Parnas, com excecdo da enzima 6-fosfofrutoquinase (EC 2.7.1.11). Nao
foram encontrados os genes responsaveis pela fixacdo de nitrogénio, mas foi
encontrado o gene que codifica a l1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
deaminase, relacionada ao desenvolvimento da planta sob condigbes de estresse.
Também foi encontrada a sequéncia parcial do gene que codifica para a proteina
Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO), ligada a fixacdo do
carbono, embora os outros genes desta via ndo tenham sido identificados. Analises
na diferenca de cobertura global em relacdo a cobertura na regido do operon,
sinalizaram a presenca de mais um operon ribosomal. Foram desenvolvidos métodos
de tratamento das regifes de gap que permitiram a finalizacdo do draft em 30 super-
contigs, totalizando 4.919.496 pb. A analise do gene 16S rRNA confirmou que a
espécie de Herbaspirillum sequenciada foi a de H. lusitanum estirpe P6-12. Foram
utilizadas duas metodologias de agrupamento para as proteinas, a ligacdo simples e
a ligacdo completa. Os grupos de genes ortdlogos foram determinados como a
intersecgdo entre os trés métodos empregados nas analises OrthoMCL, INPARANOID
e BBH, identificando 5218 grupos de genes ortélogos entre as 12 espécies estudas:
Herbaspirillum sp. JC206, CF444, GW103, YR522, H. seropedicae SmR1, Os45,
0Os34, AU14040, H. rubrisubalbicans M1, H. frisingense GSF30 e H. huttiense subsp
putei 7-2. Dentro dos 5218 grupos de ortdlogos, 768 estiveram presentes em todos 0s
genomas e foram definidos como core genoma. As analises filogenéticas baseadas
nos grupos ortélogos sinalizaram uma possivel classificacdo das estirpes
Herbaspirillum sp. CF444 como Herbaspirillum lusitanum CF444 e Herbaspirillum sp.
GW103 como H. huttiense subsp. putei GW103.

Palavras-chave: Herbaspirillum lusitanum P6-12, anotacdo, grupos ortdlogos,
bioinformatica, gendmica.



ABSTRACT

The Herbaspirillum lusitanum P6 -12 was isolated from root nodules of the
Phaseolus vulgaris plant (beans) in Portugal. The genome was assembled in
CLCWorkbench program using the combination of SOLID and lllumina reads. Using
the RAST program and subsequent manual review, the genome annotation obtained
4.488 genes, covering 87 % of the genome, 51 tRNA and one ribosomal operon 16S
rRNA-23S rRNA-5S rRNA. H. lusitanum P6-12 has the Entner- Doudoroff, pentose
phosphate, citric acid and Embden Meyerhof-Parnas metabolic pathways, with the
exception of the enzyme 6-phosphofructokinase (EC 2.7.1.11). The presence of genes
responsible for nitrogen fixation have not been found, but the gene encoding 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase was present. This gene is related
with plant development under stress conditions. Another finding was the partial
sequence from the carbon fixation protein, Ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase (Rubisco). Analysis of the difference in overall genome
coverage compared to the operon coverage, showed the presence of another
ribosomal operon. Methods of treating regions of gap were developed and allowed the
completion of the draft in 30 super-contigs and 4.919.496 bp. The analysis confirmed
that the 16S rRNA gene of the species Herbaspirillum lusitanum was sequenced strain
P6-12. Orthologous analysis showed the difference in prediction between three
methods evaluated, OrthoMCL, INPARANOID and BBH. Two methods of clustering,
simple and complet link were used. Groups of orthologous genes were determined as
the intersection between the three methods identifying 5218 clusters of orthologous
genes among the 12 species studied: Herbaspirillum sp. JC206, CF444, GW103,
YR522, H. seropedicae SMR1, Os45, Os34, AU14040, H. rubrisubalbicans M1, H.
frisingense GSF30 and H. huttiense subsp. putei 7-2. Within the groups of orthologous,
768 were present in all genomes being defined as core genome. Phylogenetic analysis
based on orthologous groups showed a possible classification of Herbaspirillum CF444
as Herbaspirillum lusitanum CF444 and
Herbaspirillum GW103 as H. huttiense subsp. putei GW103.

Keywords: Herbaspirillum lusitanum P6-12, annotation, orthologous clustering,
bioinformatics, genomics.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 GENERO Herbaspirillum

Taxonomicamente o género Herbaspirillum pertence ao filo Proteobacteria,
classe Betaproteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Oxalobacteraceae. Foi
originalmente descrito em bactérias isoladas de milho (Zea mays), arroz (Oryza
sativa), sorgo (Sorghum bicolor), trigo (Triticum aestivum) e cana-de-agucar
(Saccharum oficinarum) (BALDANI et al.,, 1986). Todas estas culturas apresentam
grande importancia e impacto econémico.

As bactérias do género Herbaspirillum possuem grande interesse
biotecnolégico devido a sua capacidade de colonizar plantas bem como, em
condicdes microaerdbias, fixar N, atmosférico. Esta capacidade permite que a
bactéria seja utilizada como um promotor de crescimento vegetal, diminuindo assim
os gastos com a adubagao quimica (BALDANI et al., 1986.

Atualmente o género contém 11 espécies descritas, ja que as espécies
Herbaspirillum soli, Herbaspirillum canariensis, Herbaspirillum aurantiacum e
Herbaspirillum psychotolerans foram reclassificadas como Noviherbaspirillum (LIN et
al.,, 2013) (Tabela 1). A caracterizagdo destas espécies permitiu um maior
esclarecimento da diversidade metabdlica presente no género, demostrando que
além de caracteristicas diazotroficas endofiticas em plantas, existem patdégenos
especificos para algumas culturas de cana-de-agucar, espécies nao fixadoras de Ny,
e isolados de humanos associados a doencas. Dentre as doengas descritas que
acometem humanos estao aneurisma da aorta (MARQUES DA SILVA et al., 2006),
fibrose cistica (SPILKER et al., 2008) e leucemia linfoblastica aguda (CHEN et al.,
2011; ZIGA; DRULEY e BURNHAM, 2010). O mecanismo pelo qual essas bactérias
atuam nestas doencas ainda nao esta esclarecido, sendo classificadas como
patdgenos oportunistas (BERG; EBERL e HARTMANN, 2005).



TABELA 1 — ESPECIES DO GENERO Herbaspirillum
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Capacidade de

Espécie Fixacdo de LL:gar de Autor
Nitrogénio Isolamento
Milho (Zea
. mays), arroz
: + ryza sativa etal.,
Ferbasp il © iva) BALDANI et al., 1986
P sorgo (Sorghum
bicolor)
rquﬁ;?J?glrl;lilg;s + Saccharurn spp. BALDANI et al., 1986
Hesbaspirillum S_partlna : KIRCHHOF et al.,
frisingense + pectinata /Mis- 2001
canthus spp
Herbaspirillum + Phaseolus VALVERDE et al.,
lusitanum vulgaris (Feijao) 2003
He;z?t?;'glum - Agua de poco DING et al., 2004
Herbaspirillum + Agua de lado ROTHBALLER et al.,
hiltneri gy 9 2006
Ferbasprium . Solo DING et al., 2004
ﬁﬁ;g‘;‘;ﬁggf&@ i Rizosfera JUNG et al., 2007
Herbaspirillum . . DOBRITSA et al.,
aquaticum ) Agua destilada 2009
Herbaspirillum
chlorophenolicum i Solo IMetal., 2004
Herbaspirillum i Solo BAJERSKI et al.,
psychrotolerans* 2013
Herbaspirijum i Solo CARRO et al., 2011
Herbaspiriium i Solo CARRO et al., 2011
Herbaspirillum soli* - Solo CARRO et al., 2011
Herbaspirillum - Humano LAGIER et al., 2012

massiliense

*Reclassificados como Noviherbaspirillum (LIN et al., 2013).
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1.2 Herbaspirillum lusitanum P6-12

O Herbaspirillum lusitanum P6-12, nome dado em referéncia a Lusitania,
o nome romano de Portugal, foi isolado de nddulos de raiz da planta Phaseolus
vulgaris (feijao) (VALVERDE et al.,, 2003). A bactéria € gram negativa e
apresenta a forma de bastdo curvado com um ou dois flagelos. Foi observado
que o H. lusitanum P6-12 tem capacidade de crescimento em temperaturas
entre 20° e 40°C e pH 6timo de crescimento entre 5 e 8. Testes fisioldgicos e
bioquimicos demostraram que o H. lusitanum P6-12 é capaz de redugao de
nitrato, produgdo de [B-galactosidase, e pode assimilar meso-inositol, meso-
erithritol, L-ramnose e arabinose. Testes usando antibidticos demostraram
resisténcia gentamicina, cefotaxima, ceftazidima, tobramicina, netilmicina e
amicacina. O resultado dos testes bioquimicos estdo apresentados na Tabela 2,

em comparagao com os outros membros do género (VALVERDE et al., 2003).
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TABELA 2 — CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DA BACTERIA

Herbaspirillum lusitanum P6-12.

Organismos

Testes

H. lusitanum
H. autotroficum

H. hiltneri

, |H. huttiense subs. putei
, |H. rhizosphaerae

Reducao de nitratos a nitritos
B-galactosidase
Assimilagao de:
N-acetil glucosamina
Meso-inositol
L-ramnose
Meso-eritritol - - + | - - -
Arabinose
Fenol -
Clorofenol -
Resisténcia a:
Gentamicina
Cefotaxima
Ceftazidima
Tobramicina -
Netilmicina -

+ | 4+ |H. rubrisubalbicans

+| 4 |H- seropedicae
+| 4 |H. frisingense

+

4+
+ |+ |+
1
1
+
1
1

+
+
+
1

+
+
+

+

+ [
+

+ |+

++ [+
+
1

O sinal “+” indica que o resultado do teste é positivo/resistente ao antibidtico
analisado. O sinal “” indica que o resultado foi negativo/sensivel ao
antibiotico analisado. O sinal “x” indica que o teste nao foi realizado.

FONTE: Adaptado de VALVERDE et al., 2003; BALDANI et al., 1986;
KIRCHHOF et al., 2001; DING et al., 2004; ROTHBALLER et al., 2006;
JUNG et al., 2007; DOBRITSA et al, 2010; CARRO et al., 2011;

BAJERSKI et al., 2013.

Hebaspirillum lusitanum P6-12 foi descrito como uma bactéria fixadora
de nitrogénio através do crescimento em meio livre de nitrogénio e da
amplificacdo do gene nifD, embora a banda correspondente ao produto
amplificado em gel de agarose nao tenha sido sequenciada. Seu DNA foi
estimado com um conteudo de G+C de 57,9 mol% (VALVERDE et al., 2003).
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1.3 Tecnologias de sequenciamento de DNA

O processo de sequenciamento gendmico teve seu inicio quando
Sanger e colaboradores apresentaram ao mundo o método de sequenciamento
de DNA utilizando terminadores de cadeias (SANGER; NICKLEN e COULSON,
1977). Este método Ihe rendeu seu segundo Prémio Nobel de Quimica em
1980 e permitiu projetos de sequenciamento de DNA nos ultimos 30 anos. Esta
técnica foi utilizada desde o primeiro genoma de organismo nao viral
sequenciado, a bactéria Haemophilus influenzae (FLEISCHMANN et al., 1995)
até o genoma humano (LANDER et al., 2001). Porém, devido ao alto custo e
tempo, o sequenciamento de larga escala ficou restrito apenas a grandes
centros genémicos e a alguns laboratorios (HALL, 2007).

Contudo, este cenario mudou com a introducao de novas técnicas de
sequenciamento de DNA, chamadas de sequenciamento de proxima geragao
(next generation sequencing) ou sequenciamento de segunda geracao
(SHENDURE e JI, 2008). Estas tecnologias nao s6 mudaram a abordagem do
sequenciamento gendmico, dispensando a necessidade de clonagem in vivo,
como também o tempo e o custo envolvido no processo. Com isso, o
sequenciamento de segunda geracado forneceu a base para criar linhas de
pesquisa e impulsionar as chamadas “omics”, incluindo a gendmica,
metagendmica, transcriptdmica, metaboldmica, interactdmica, protedmica e a
identificacdo de polimorfismos (MARDIS, 2008). Dentre os sequenciadores de
segunda geracao destacam-se o 454-ROCHE, ILLUMINA HiSeq/MiSeq e o
SOLID System (Life Technology). O sequenciador 454-ROCHE foi o primeiro a
ser comercializado e o primeiro a introduzir o sistema de clonagem por PCR
em emulsdo, dispensando a clonagem in vivo. O método de sequenciamento
também foi inovador, chamado de pirossequenciamento, no qual a
incorporacdo de um nucleotideo pela DNA polimerase libera pirofosfato,
iniciando uma série de reacdes em cadeia que resultam na producio de luz
pela enzima luciferase (MARGULIES et al., 2005).

Em 2006 o sistema SOLID® foi disponibilizado e introduziu a tecnologia
de sequenciamento de duas bases, baseada na hibridizag&o-ligagéo, na qual a
reacdo de sequenciamento é catalisada por uma DNA ligase, e ndo por uma
DNA polimerase (MARDIS, 2008; MCKERNAN et al., 2006). A preparagao das
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bibliotecas e a clonagem dos fragmentos de DNA genémico por PCR em
emulsao utiliza microesferas e é similar a utilizada pelo sequenciador 454
ROCHE® (HUTCHISON, 2007). A diferenca entre estas duas plataformas esta
no tamanho das microesferas: elas apresentam um tamanho menor no SOLID,
1 um de didmetro quando comparadas aos 26 ym de didmetro daquelas
utilizadas no 454 ROCHE®. Outra diferenca é a disposicdo das microesferas
na superficie, aleatéria no SOLID e ordenada em pogos no 454. Estas
diferengas permitiram ao SOLID uma maior densidade de deposi¢cao de
microesferas, aumentando o numero de sequéncias geradas pelo sequenciador
e promovendo maior flexibilidade no sequenciamento de mais de uma
biblioteca (MCKERNAN et al., 2006). As bibliotecas s&o sequenciadas com uso
de sondas de 8 bases ligadas a terminadores fluorescentes. A fluorescéncia &
emitida quando ha a hibridizacido da sonda no DNA alvo, e desaparece com a
clivagem das 3 ultimas bases da sonda. A sequéncia do fragmento € deduzida
a partir de 5 rodadas de sequenciamento através do deslocamento da posi¢ao
de hibridizagdo do primer no adaptador em uma posi¢cao. Este método permite
que cada base seja lida duas vezes aumentando a fidelidade do
sequenciamento (SHENDURE e JI, 2008). Assim, cada sinal de fluorescéncia
codifica para um dinucleotideo em vez de uma unica base, e a decodificagdo &
realizada analisando a transicdo das cores de cada ligagdo. Como a sequéncia
do adaptador P1 é conhecida, a primeira base do fragmento é identificada,
direcionando a transicdo de cores para a identificacdo das demais bases
(MARDIS, 2008). Atualmente o SOLID esta disponivel na versdo 5500xI.

No mesmo ano, a empresa Solexa langou o Genome Analyzer (GA) e
em 2007 a companhia foi comprada pela lllumina. Este sequenciador introduziu
a tecnologia de sequenciamento por sintese (LIU et al., 2012). Na preparagao
das bibliotecas o DNA ligado a adaptadores é desnaturado em fita simples e
depositado na lamina de sequenciamento. A clonagem dos fragmentos é
realizada pela amplificagdo em ponte gerando os grupos de fragmentos
clonados que posteriormente sado clivados em fita simples novamente com a
ajuda da enzima de linearizagdo. Sdo usados 4 tipos de nucleotideos (ddATP,
ddCTP, ddTTP, ddGTP), que contém diferentes terminadores fluorescentes
clivaveis e grupos bloqueadores removiveis que complementam o fragmento,

uma base por vez. O sinal é entao capturado por uma camera de alta resolugao
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CCD (LIU et al.,, 2012). Atualmente a lllumima disponibiliza no mercado a
versao HiSeq 2500 para sequenciamento genémico. A comparagao entre as
tecnologias de sequenciamento de segunda geragdo e o método de Sanger

estao resumidas na Tabela 3.

TABELA 3 - COMPARAGAO ENTRE AS TECNOLOGIAS DE
SEQUENCIAMENTO.
Sequenciador 454GSFLX  HiSeq2500  SOLID 5500xI >anger 3730

x|

Técnica

Pirossequencia- Sequenciamento Sequenciamento Terminadores

mento por sintese por ligagao de cadeia
Tamanho das 1x 36 pb, 2x50 75 pb,
leituras 700 pb pb, 2x100 pb 75 pb + 35 pb 400~900 pb
2x 125 pb 60 + 60 pb
Fidelidade 99,99% 98,00% 99,94 99,99%
Dados gerados 0.7 Gb 128 Mb-1Tb 300 Gb 1,9~84 Kb
Tempo 24 horas 29 ho_ras a6 1 a 6 dias 20 mina 3
dias horas
Tamanho das Alta qualidade
Vantagem : . Alta capacidade Fidelidade e tamanho
leituras, rapidez .
das leituras
Taxa de erro com
homopolimeros Alto custo,
Desvantagem maiores que 6, Leituras curtas  Leituras curtas baixa
alto custo, baixa capacidade
capacidade
Preco do $500.000 $740,000 $595,000 $95.000
sequenciador
Custo por milh&o $10 $0.07 $0.07 $240

de bases em ddlar

SE: do inglés Single end. Representa sequenciamento de ponta simples, PE: do inglés Pair
end. Representa biblioteca de pares, Kb: Quilobases, Gb: Giga bases.
FONTE: Adaptado de Liu et al., 2012, http://www.lifetechnologies.com/, http://www.illumina.com/

Embora as tecnologias de sequenciamento de segunda geragao tenham
proporcionado uma nova era no sequenciamento gendmico, um novo capitulo
ja esta sendo escrito com o desenvolvimento dos sequenciadores de terceira
geracao. Duas caracteristicas definem estes novos sequenciadores, 1- a etapa
de PCR anterior ao sequenciamento torna-se desnecessaria, o0 que diminui o

tempo de preparo das bibliotecas e o mais importante, 2- o sinal do
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sequenciamento é captado em tempo real, independente da origem, através do
monitoramento em tempo real da reagdo enzimatica (LIU et al.,, 2012).
Destacam-se dois métodos: o sequenciamento de molécula unica em tempo
real (SMRT: do inglés, Single Molecule Real Time) (NIEDRINGHAUS et al.,
2011).

1.4 BANCOS DE DADOS BIOLOGICOS

A pesquisa gendbmica tem avancgado significativamente nos ultimos anos
impulsionada pelas novas tecnologias de sequenciamento. Este crescimento
proporcionou a criagao do INSDC (International Nucleotide Sequence Database
Collaboration) em 1987 (COCHRANE; KARSCH-MIZRACHI e NAKAMURA,
2011). O INSDC consiste na colaboragéo de trés grandes bancos de dados
sincronizados, o GenBank (NIH, National Institute of Health database) dos
Estados Unidos da América, o DDBJ (DNA Databank of Japan) do Japéo e o
EMBL (European Molecular Biology Laboratory), situado na Inglaterra. A
finalidade destes bancos ¢é coletar, armazenar e disseminar dados de
sequéncias de DNA e RNA. Este servico gratuito tem papel central na
manutencdo e no desenvolvimento de diversas areas de pesquisa gendmica
(COCHRANE; KARSCH-MIZRACHI e NAKAMURA, 2011). O NCBI (National
Center for Biotechnology Information) que pertence ao NIH, por exemplo,
possui 2 bancos de sequéncias, o GenBank e o WGS (Whole genome
shotgun). O GenBank contém os depdsitos de sequéncias desde 1982,
enquanto o banco WGS foi iniciado em 2002 e engloba sequéncias de projetos

de sequenciamento de genomas. Em dezembro de 2013 estavam catalogadas

12
mais de 1X10 bases no GenBank. Este numero s6 é superado pelo banco

12
WGS, que contém 6X10 bases, demostrando o aumento no numero de

projetos de sequenciamento de genomas completos a partir de 2002 (Figura 1).
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FIGURA 1- CRESCIMENTO DOS BANCOS DE DADOS DO NCBI.
FONTE: Adaptado do NCBI. http://www.ncbi.nIim.nih.gov/genbank/statistics

Além destes grandes bancos de dados existem diversos bancos
menores relacionados a assuntos especificos. Dentre estes se destacam o
PDB (Protein Database Bank), banco de dados de proteinas onde pode-se
encontrar as sequéncias e estruturas cristalograficas das proteinas
armazenadas (WESTBROOK et al., 2003); o PFAM, outro banco de dados de
proteinas, que agrupa as sequéncias de proteinas em familias representadas
por alinhamentos multiplos (PUNTA et al., 2012); o RDP, banco de sequéncias
de genes rRNA ribosomais de bactérias (COLE et al., 2014); e o KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) que tem como objetivo a analise
sistematica das fungbes génicas classificando as proteinas de acordo com os
processos celulares nos quais participam, metabolismo, transporte de
membrana, transducéao de sinal e ciclo celular (KANEHISA e GOTO, 2000).

Estes bancos, junto com outros ndo citados, formam uma rede de
informagbdes essenciais para o desenvolvimento da pesquisa em biologia
molecular, permitindo o intercambio de conhecimento entre os laboratérios pelo

mundo.
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1.5 MONTAGEM DE GENOMAS

Genoma é todo material genético contido em determinado organismo,
incluindo toda a informagao necessaria para manutencgao da vida. Genomas de
organismos sao sequenciados e depositados nos bancos de dados em todo o
mundo, fornecendo informagdes valiosas dos mais diversos organismos e
sistemas. Porém, antes de agregar valor biolégico para estas sequéncias, 0
processo de montagem das sequéncias dos genomas é uma etapa
fundamental em um projeto de sequenciamento (MILLER; KOREN e SUTTON,
2010).

Nao existe hoje tecnologia capaz de sequenciar grandes moléculas de
DNA em um unico passo, embora iniciativas estejam sendo desenvolvidas,
como o caso do sequenciamento de molécula unica em tempo real (SMRT: do
inglés, Single Molecule Real Time) (NIEDRINGHAUS et al., 2011; FLUSBERG
et al., 2010). Todas as técnicas de sequenciamento utilizam a fragmentagédo do
DNA genbmico, produzindo fragmentos de DNA pequenos que sao
sequenciados diretamente e entdo sobrepostos para reconstruir o genoma.
Este procedimento é utilizado desde o inicio do sequenciamento pelo método
de Sanger (SANGER; NICKLEN e COULSON, 1977), até os dias de hoje,
mesmo com a introdugdo de modernos métodos de sequenciamento de DNA
de terceira geracao. Fragmentagao quimica ou fisica sao largamente utilizadas
para diminuir o tamanho da sequéncia a ser lida pelo sequenciador, chegando
ao tamanho maximo de sequéncias obtidas proximo a 1.000 pb, muito pequeno
quando comparado ao tamanho do genoma de um eucarioto, bactéria e até
virus (SHENDURE e JI, 2008).

Devido a esta limitagdo, para o sequenciamento do genoma é
necessaria a construgdo de bibliotecas de DNA gendmico. O tamanho do
fragmento de DNA da biblioteca varia de acordo com a estratégia, de 0,1 a 100
kb. Estes fragmentos de DNA podem ser clonados in vivo utilizando como
vetores plasmideos, cosmideos, fosmideos, bacteriéfagos e BACs, ou clonados
in vitro, nas plataformas de sequenciamento de segunda geracdao. Cada
sequenciador tem o seu protocolo individual de construcdo das bibliotecas de
DNA, porém algumas caracteristicas sdo comuns a todos e serdo descritas a

sequir.
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As bibliotecas de fragmento (fragment ou single-end), permitem ao
sequenciador produzir apenas uma leitura parcial do fragmento de DNA molde.
Ja as bibliotecas de pares de leituras (mate-pair ou paired-end) possuem a
vantagem de produzir duas leituras para cada fragmento de DNA, uma em
cada extremidade, gerando mais informacdo e auxiliando o processo de
montagem do genoma (BERGLUND; KIALAINEN e SYVANEN, 2011). As
bibliotecas de pares possuem nomenclaturas distintas na literatura de acordo
com o método de construgao utilizado. Na biblioteca paired-end sao ligados
adaptadores nas extremidades do fragmento de DNA, adaptador P1 na regiao
5' e P2 na regidao 3'. O primeiro passo do sequenciamento é realizado através
do adaptador P1 para gerar a leitura 5' do par, e P2 para gerar a leitura 3'. Ja
na biblioteca mate-pair, o DNA molde é circularizado utilizando adaptadores
biotinilados para depois ser lido. Este método permite o sequenciamento de
fragmentos longos de DNA, por exemplo 10 kb, importante para resolver
regides de repeticdo no genoma (BERGLUND; KIIALAINEN e SYVANEN, 2011)
(Figura 2). Com isso, o tamanho do DNA molde varia, bem como o sentido do
sequenciamento. Estas informagdes sao importantes pois direcionam o
processo de montagem. Como resultado final, o sequenciamento produz
milhares de fragmentos que sao sobrepostos para gerar a sequéncia completa

do genoma. Este processo é conhecido como montagem.
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FIGURA 2- CONSTRUGCAO DAS BIBLIOTECAS DE FRAGMENTO, PAIRED-
END E MATE-PAIR PARAAS PLATAFORMAS ILLUMINA E SOLID.

A — Preparagéo da biblioteca paired-end lllumina. (1) Sdo ligados adaptadores
nas extremidades do fragmento. (2) Ocorre a formagdo dos grupos. (3) O
sequenciamento do par 5 é realizado a partir do primer P1. (4) O
sequenciamento da extremidade 3' é realizado a partir do primer P2.

B — Preparagéo de bibliotecas mate-pair lllumina. Os fragmentos sdo pareados
usando nucledtidos biotinilados (1). Apds a circularizagao, as duas extremidades
do fragmento (verde e vermelho) ficam localizados adjacentes uns aos outros
(2). O DNA circular é fragmentado, e os fragmentos biotinilados s&o purificados e
capturados por afinidade. Adaptadores de sequenciamento (A1 e A2) sao ligados
nas extremidades dos fragmentos obtidos (3), e os fragmentos séo hibridizados
em uma célula de fluxo (flow cell), na qual eles sdo amplificados em ponte. A
primeira sequéncia lida é obtida com o adaptador A2 ligado a célula de fluxo (4).
A cadeia complementar ¢é sintetizada e linearizado com adaptador A1 ligado a
célula de fluxo, e a segunda sequéncia € obtida (5). Por fim a sequéncia de duas
leituras (setas) € dirigida para o exterior a partir do fragmento original (6).

C- Preparacao de bibliotecas mate-pair SOLID. Os fragmentos originais (1) séo
pareados com os nucleotideos ndo marcados e ligados a um adaptador interno
(Al) construido com biotina (2). Depois da circularizagédo (3), da fragmentagéo e
da purificagdo por afinidade, adaptadores (P1 e P2) sdo ligados as novas
extremidades do fragmento (4). O sequenciamento é realizado com dois
iniciadores diferentes, complementares ao adaptador P1 e ao adaptador interno,
respectivamente (5). Como resultado as leituras terdo a mesma orientagéo (6).
FONTE: Adaptado de BERGLUND, 2011.
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Como o sequenciamento é aleatério, ndo existe garantia de que todas
as regides do DNA serédo representadas, por isso, normalmente, € necessario
um numero de bases muito maior do que o tamanho do genoma sequenciado.
Existem projetos de sequenciamento gendmico em que a sequéncia do
genoma foi obtida com 10x de cobertura, mas o mais comum é 30 ou mais
vezes de cobertura (SCHATZ; DELCHER e SALZBERG, 2010). A quantidade
de dados gerados esta ligada a complexidade do genoma estudado, e suas
caracteristicas especificas.

O processo de montagem consiste na uniao das leituras de sequéncias
de DNA (reads) gerados pelo sequenciador. Esta unido € obtida através do
alinhamento das sequéncias e sobreposicdo das bases de DNA, sendo
chamado de contig. O consenso é construido com a base mais frequente no
alinhamento para cada posigao do contig.

Muitos dos projetos de genomas n&o almejam a representacéo total do
cromossomo, mas um mapa global (draft) contendo a maior parte da sequéncia
do genoma, sequenciando as regides faltantes de acordo com a necessidade.
Estes mapas globais sdo formados por varios contigs ordenados chamados

super-contigs como apresentado na Figura 3.
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Mapa do Genoma /() O 'O O O O/
FIGURA 3- FLUXOGRAMA DA MONTAGEM DE GENOMAS.

A partir da fragmentagado e sequenciamento do DNA as leituras (reads) s&o
empilhadas pelo processo de montagem gerando sequéncias contiguas
(contigs). As leituras pareadas (mate-pair) séo utilizadas para criar e orientar os
super-contigs para a geragao do mapa gendmico (draft).

FONTE: Adaptado de http://www.exploreable.wordpress.com/2011/05/03
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Os algoritmos mais utilizados pelos montadores sdo OLC (Overlap
Layout Consensus) e grafos de Bruijin. O algoritmo OLC compara cada leitura
com todas as outras, independente da orientacdo. Diferentes algoritmos OLC
possuem diferentes critérios para avaliar as sobreposicoes. No caso do
montador Celera, um dos primeiros a implementar o algoritmo OLC, as
sobreposicbes de alta qualidade eram definidas com 40 nucleotideos
apresentando mais de 94% de similaridade (MYERS et al., 2000).

O grafo de montagem €& construido usando os dois tipos de
sobreposicbes onde os vértices representam as leituras e 0s ramos
representam as sobreposigdes de alta qualidade. Assim, a montagem do
genoma consiste em encontrar um caminho através do grafo que passe por
cada vértice exatamente uma vez (caminho Hamiltoniano). A fim de diminuir o
tamanho do grafo, o grafo de montagem OLC é simplificado na fase de layout,
em que os segmentos do grafo de montagem sdo comprimidos em contigs
(MILLER; KOREN e SUTTON, 2010). Assim, no grafo de sobreposi¢ao, um
contig seria um subgrafo ou um grupo de vértices com varias ligacdes entre si,
e as sobreposicdes sdo representadas por uma sequéncia (Figura 4A e 4B).
Uma vez identificado um subgrafo, esses vértices e arestas sdo compactados
em um so veértice, ou um contig (Figura 4C). Apenas os vértices de inicio e fim

ligam com ndés de outros subgrafos (POP, 2009).
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FIGURA 4 - CRIACAO DE CONTIGS PELO ALGORITMO OLC.

Em A cada letra representa a sequéncia consenso da
sobreposi¢do das leituras (contigs). Em B cada contig
possui multiplas ligagdes que sao simplificadas em apenas
uma entrada e uma saida, representada pela seta
vermelha. Em C é observada a ordenagéo dos contigs.
FONTE: http://www.gcat.davidson.edu/phast/olc.html

O grafo de Brujin divide a sequéncia em janelas com tamanho definidos
(k-mers) que representam a sequéncia original. Em seguida, um grafo
orientado é construido ligando pares de k-mers com sobreposicdo entre os
primeiros k-1 nucleotideos e os ultimos k-1 nucleotideos (Figura 5C). A
simplificacdo do grafo é realizada quando vértices possuem apenas uma
entrada e saida entre si, desta forma as ligagbes transitivas sao eliminadas.
Esta simplificagdo proporciona uma redugdo da complexidade do grafo e é
clara quando comparada com o grafo de sobreposicdo 5B, proporcionando
menor demanda de processamento e consequente aumento de velocidade, por
isso é muito utilizado para grandes quantidades de dados. O sentido da seta é

orientado do k-mer cujos ultimos k-1 nucleotideos estao sobrepostos, para o k-
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mer cujos primeiros k-1 nucleotideos estao sobrepostos (ZERBINO e BIRNEY,
2008).
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» C
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TTA
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\GIC) :
JEC)
CCG

FIGURA 5- GRAFO DE BRUJIN.

A- Reads sobrepostos.

B- Cada leitura representa um né. As sobreposicdes diretas >5 bp séo
mostradas com setas solidas. As sobreposi¢des transitivas, implicando em
sobreposi¢cdes em nos distantes, sdo mostradas com setas pontilhadas.

C- Para cada sequéncia é criado um nd, porém com um k-mer de 3 bp. A
sobreposigédo é contabilizada a cada (k-mer -1) bases. Podemos observar
que em ambas as abordagens a sequéncia repetida possibilitou dois
caminhos distintos, porém o grafo de Brujin obteve um melhor
direcionamento no crescimento das sequéncias.

FONTE: Adaptado de Schatz et al., 2010.

A quantidade de dados gerados pelos sequenciadores, além da
necessidade de implementacéo e desenvolvimento de algoritmos robustos para
montagem, exige a disponibilidade de uma infraestrutura que permita a analise
destes dados, com computadores de grande capacidade de processamento e
armazenamento. A metodologia de sequenciamento empregada interfere no
tamanho das sequéncias geradas e na sua qualidade, e pode proporcionar
erros de leitura que dificultam o processo de montagem. A caracteristica do
genoma escolhido, como a presengca de transposases, regides repetidas,
plasmideos, ou genomas que possuem mais de um cromossomo, como O
genoma humano (dipléide) ou do trigo Triticum aestivum (hexaploide), sao

exemplos dos muitos desafios encontrados no processo de montagem



31

(FRANCKI e APPELS, 2002). Uma abordagem que auxilia na resolucéo destas
dificuldades é a comparacdo do DNA gendmico com genomas completos de
organismos proximos. Esta comparagao permite que o genoma seja estudado
com base em informacgdes bioldgicas ja disponiveis, confirmando as diferengas
observadas e identificando os possiveis problemas oriundos do processo de

montagem.

1.6 GENOMICA COMPARATIVA E HOMOLOGIA ENTRE SEQUENCIAS

A genbmica comparativa € a analise e comparagao de genomas com 0O
propdsito de obter um melhor entendimento de como as espécies evoluiram
bem como de determinar a fungdo de genes e de regides ndo codificantes do
genoma (KARLIN; CAMPBELL e MRAZEK, 1998; ABBY e DAUBIN, 2007).

Estudos comparativos de genomas de procariotos tém revelado a sua
complexa estrutura e organizagao, e a enorme diversidade genética entre estes
organismos, mesmo entre isolados de uma mesma espécie. A diversidade
genética é identificada através da presenca de elementos de transferéncia
lateral (HGT), elementos de insergao (IS), ilhas de patogenicidade, plasmideos
e transposons; e levanta questionamentos importantes sobre os mecanismos
pelos quais estes microrganismos evoluem e sua taxonomia (COENYE et al.,
2005; BINNEWIES et al., 2006).

Estudos de contexto filogenético, como a reconstrugcao de arvores e
redes filogenéticas, assim como a determinagao de grupos de genes ortélogos
entre espécies, revelaram padroes de evolucado de caracteristicas bioquimicas
e morfolégicas importantes, como a fixagdo de nitrogénio e mecanismos de
defesas quimicas (DUTILH et al., 2007; DELSUC; BRINKMANN e PHILIPPE,
2005). Também foi observado que o numero de genes compartilhados entre as
espécies € inferior ao total de genes identificados. Estes genes presentes em
todas os organismos de uma mesma espécie ou género representam o core
genome, composto por genes considerados essenciais (housekeeping),
normalmente responsaveis pelos processos de traducdo, transcricdo e
replicacao/reparo do DNA. Ja o total de genes identificados para cada espécie

ou género (pan-genome) cresce cada vez que um genoma € disponibilizado.
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Esta caracteristica indica que regides podem ter sido obtidas ou perdidas
durante o processo de especiacao (LEFEBURE e STANHOPE, 2007).

Os avancos para elucidar muitos questionamentos relacionados a
aspectos fundamentais da genética, da bioquimica e da evolugdo de um
grande numero de espécies sdo resultado da crescente quantidade de
genomas completos depositados nos bancos de dados, aliados as analises
comparativas entre suas sequéncias de DNA (ABBY e DAUBIN, 2007;
HUYNEN; GABALDON e SNEL, 2005).

O estudo de homologia entre sequéncias precede a era genémica e foi
difundida por Fitch (1970), que analisou o relacionamento evolutivo de
convergéncia e divergéncia entre sequéncias de proteinas (FITCH, 1970).
Posteriormente, ele definiu a homologia como a relagéo entre dois individuos
que descenderam com divergéncia de um ancestral comum (FITCH, 2000).
Existem diferentes relagcbes de homologia entre as proteinas, cujas definicbes
s&o importantes e serdo descritas a seguir.

Sequéncias ortdlogas sdo sequéncias homodlogas, derivadas de um
evento de especiacdo, a partir da sequéncia do ultimo ancestral comum das
espécies que estdo sendo comparadas. Ortélogos normalmente executam
funcdes equivalentes em espécies estreitamente relacionadas, sendo utilizados
na anotacdo do genoma de novas espécies (KOONIN, 2005). Paralogos sao
sequéncias derivadas de um evento de duplicacao de uma sequéncia. Ocorrem
tanto em um mesmo genoma como entre diferentes genomas e eles podem
evoluir para exercer novas fungbes, mecanicamente distintas porém
biologicamente relacionadas (FITCH, 1970). In-paralogos sao paralogos que
resultam de duplicagéo linhagem especifica apds um processo de especiagao,
mantendo fungdes parecidas dentro da espécie. Out-paralogos séo paralogos
resultantes de uma duplicacdo precedendo um evento de especiacio e estas
proteinas podem exercer diferentes funcbes (SONNHAMMER e KOONIN,
2002). Xendlogos sao sequéncias homdlogas cuja historia, desde seu ancestral
comum, envolve uma transferéncia do material genético interespécies
(horizontal) para, pelo menos, uma das espécies (KOONIN, 2005). O evento de
transferéncia horizontal de genes HGT (Horizontal gene transfer) esta inserido
neste contexto, onde o material genético é transferido entre espécies, € nao

segue linhagem vertical de sua descendéncia (KUZNIAR et al., 2008). A Figura
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6 apresenta os diferentes tipos de homologia entre sequéncias.

Al A2 A2B1 Bl B2 C1

Figura 6 - TIPOS DE HOMOLOGIA ENTRE PROTEINAS.
S1 e S2 sdo eventos de especiagdo. D1 é uma duplicacdo. (A1,A2) ou (B1,C1)
representam ortologos. (A1,B1) e (A2,B2) representam paralogos. (A1,B2) séo in-
paralogos com respeito a especiagdo S1. (A1,B2) sdo out-paralogos comrespeito
a especiacao S2. A seta vermelha representa a transferéncia do gene B1 para a
espécie A2. O gene A2B1 é xendlogo dos outros 5 genes.
FONTE: Adaptado de (FITCH, 2000).

Um exemplo de aplicacado utilizando grupos de proteinas ortdlogas é o
banco de grupos ortélogos COG (Cluster of orthologous groups) que possui
proteinas de diferentes espécies agrupadas por funcdo. Este conjunto de
dados tem a capacidade de elucidar padrdes entre as sequéncias, anotar
genomas realizando a caracterizagao funcional de novas proteinas e avaliar as
relacdes filogenéticas entre as proteinas bem como os organismos (TATUSOV;
KOONIN e LIPMAN, 1997). Outra aplicagcédo é a Enciclopédia de genes e
genomas de Kyotto (KEGG) que utiliza o agrupamento de proteinas ortdlogas
para realizar a caracterizacdo funcional das proteinas visando elucidar e
comparar os sistemas bioldgicos de cada organismo. O banco também oferece
anotacdo automatica de genomas com base nos grupos de genes ortélogos
(KANEHISA e GOTO, 2000).
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1.7 FILOGENIA

A classificagcao é uma das mais fundamentais preocupacdes da ciéncia.
Fatos e objetos devem ser organizados, a fim de seus principios serem
descobertos e usados como base de extrapolacdo (SNEATH e SOKAL, 1973).
A filogenia é a ciéncia de inferéncia do passado evolucionario de um individuo
ou grupo. A filogenia teve inicialmente como base o estudo de diferengas
morfoldgicas, fisiolégicas e de comportamento. O entomdlogo alemao Willi
Henning (1913-1976) foi fundamental no avango da filogenia sistematica,
redefinindo os objetivos da area além da inserir novas ferramentas de estudo,
como cladogramas, dendogramas (HENNIG e DAVIS, 1999). Posteriormente
Sneath e Sokal apresentaram pela primeira vez métodos quantitativos para a
classificagdo dos organismos (SNEATH e SOKAL, 1973).

Na filogenia os relacionamentos entre os organismos sao representados
por arvores filogenéticas compostas por nés e ramos. Ramos conectam nés e o
né é um ponto a partir do qual dois ou mais ramos divergem. Um né interno
corresponde a um ultimo ancestral comum, a origem. No&s terminais
correspondem as sequéncias a partir das quais a arvore foi gerada. Uma
arvore filogenética pode ser construida utilizando familias de genes diferentes
(arvores de genes), por um unico gene de varias espécies (arvores de
espécies) ou pela combinagdo de ambos. No primeiro caso, os nés internos
correspondem a duplicagdo génica e no segundo, a eventos de especiagao.
Um né e todos os ramos subsequentes a este né sdo chamados de grupo
monofilético ou holofilético, derivados de um unico ancestral, compartilhando
suas caracteristicas unicas (Figura 7A). Um grupo, excluindo alguns de seus
descendentes, é chamado de grupo parafilético (ex: excluindo a e b do grupo,
Figura 7B) e grupos descendentes de mais de um ancestral sdo chamados de
polifiléticos (Figura 7C). O modelo de arvore filogenética esta representado na
Figura 6 (BALDAUF, 2003).
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a bc de f /g /h e f g /h
-y ey
/ ////
C polifilético

a bc de f g h

\ /
\
\ /
\ /
\
\\ ) /

FIGURA 7 — MODELO DE ARVORE FILOGENETICA.
A- Representa um grupo monofilético.
B- E demostrado um grupo parafilético, devido a exclusdo de um
ramo do grupo.
C- Esta representado um grupo polifilético que descendem de
mais de um ancestral.
FONTE: Adaptado de BALDAUF, 2003.

Os métodos de construgédo de arvores filogenéticas estdo divididos em
duas categorias: matriz de distadncia e dados discretos, também conhecidos
como métodos de procura de arvore. Como exemplos de métodos de matriz de
distancia destacam-se UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean), (SNEATH e SOKAL, 1973) neighbour-joining (SAITOU e NEI, 1987),
Fitch—Margoliash (FITCH e MARGOLIASH, 1967); e de dados discretos
destacam-se, maximum parcimony (DAY, 1987), maximum likelihood
(FELSENSTEIN, 1981) e o método bayesiano (RANNALA e YANG, 1996).
Enquanto os métodos de matrizes utilizam calculos estatisticos para determinar
a distancia entre cada combinagado de pares de nds para entdo agrupa-los em
uma arvore, os métodos discretos examinam separadamente cada coluna lida
de alinhamento buscando a arvore que melhor acomode toda informacgao.
Apesar dos métodos de distancia serem mais rapidos, os métodos discretos
sdo mais ricos em informagao gerando resultados mais confidveis (BALDAUF,
2003).
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O teste mais comum para definir limites de confianga para arvores
filogenéticas é o valor de bootstrap. A ideia envolve inferir a variabilidade em
uma distribuicdo ndo conhecida na qual o dado é analisado através de
subconjuntos aleatérios (FELSENSTEIN, 1985). Assim o calculo do valor de
bootstrap é realizado em trés etapas: primeiramente o conjunto de dados é
aleatoriamente amostrado e substituido, visando a criagdo de multiplos
conjuntos de dados aleatérios com o mesmo tamanho do original (Figura 8a).
Em sequéncia, s&o calculadas arvores individuais para cada subconjunto junto
com um valor de score dependendo de qual né é obtido com mais frequéncia
(Figura 8b). Com isso, o resultado é o consenso destas arvores aleatérias junto
com o valor de bootstrap, calculado através dos scores individuais (Figura 8c)
(BALDAUF, 2003). Por exemplo, se o padrao achado em todas as arvores dos
subconjuntos o valor de bootstrap € 100%, em 2/3 o valor é de 67% (Figura
9c). O valor minimo de bootstrap para garantir a confiabilidade da arvore é de
70% (HILLIS e BULL, 1993).



a. Passo 1
subconjuntos

Aleatorios, repeticoes

b. Passo 2

Construgao das arvores
para cada subconjunto — |

aleatorio

.

Dados

01234
SegA
SeqB
SeqC

GACCT

ACTGAT

TCAAGT

5

T

O >» @ o

:

a

37

Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
132354686 105132686 105132686
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c. Passo 3
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Arvore consenso com

Valor de bootstrap

FIGURA 8 — DETERMINAGCAO DO VALOR DE BOOTSTRAP.

a — Criacdo de multiplos conjuntos de dados aleatérios com o mesmo tamanho
do original.
b- S&o calculadas arvores individuais para cada subconjunto junto com um
valor de score dependendo de qual n6 € obtido com mais frequéncia.
¢ — O resultado é o consenso destas arvores aleatdrias junto com o valor de
bootstrap, calculado através dos valores de bootstrap individuais.
FONTE: Adaptado de (BALDAUF, 2003).

Com o advento do sequenciamento de DNA, a filogenia molecular,

baseada na comparacdo de DNA ou sequéncias de proteinas, passou a ter

grande papel na taxonomia (BALDAUF, 2003). Com isso, o estudo de

diversidade e a determinacao de relagdes filogenéticas passou a utilizar, além

do gene 16S rRNA, todas as proteinas do genoma, mais especificamente os

genes que estdo presentes em todas as espécies do grupo analisado (core
genes) (KAAS et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

As bactérias do género Herbaspirilum possuem grande interesse
biotecnolégico como promotores de crescimento em plantas. Atualmente o
género contém 11 espécies descritas e isoladas de diversos habitats como
plantas, solo, agua e humanos. A fim de facilitar sua utilizacdo é muito
importante conhecer as caracteristicas destes organismos. Além de contribuir
para a geragao de mais informagao a respeito do género, o sequenciamento do
genoma da bactéria H. lusitanum P6-12 é relevante pelo fato desta bactéria ter
sido isolada de ndédulos de raiz de planta, indicando a presenga de genes
relacionados com a fixagdo de nitrogénio. A comparagdo do genoma de H.
lusitanum P6-12 com as outras bactérias do género é essencial para o
conhecimento das caracteristicas do organismo. A anotagao e classificagao das
proteinas destas espécies através de estudos de homologia é fundamental
para analisar seu potencial biotecnolégico. O estudo comparativo das proteinas
também permite identificar as caracteristicas adquiridas e perdidas através do
tempo por estas bactérias, bem como determinar o seu relacionamento

filogenético.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo a montagem anotagao e analise

comparativa da bactéria H. lusitanum P6-12 bem como o desenvolvimento de

uma ferramenta de comparagao gendémica funcional e filogenética.

3.2 Objetivos especificos

Sequenciar, montar e anotar do genoma de H. lusitanum P6-12;

Estudar a homologia de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos

entre H. lusitanum e as outras espécies de Herbaspirillum;

Identificar grupos de genes ortélogos entre os genomas de

Herbaspirillum;

Determinar grupos de genes essenciais e acessoérios para 0 género

Herbaspirillum;

Classificagao funcional dos genes do H. lusitanum P6-12;

Determinar as vias metabdlicas do genoma de H. lusitanum P6-12;

Determinar a filogenia das espécies de Herbaspirillum;

Aplicar perfis de alinhamento de grupos ortélogos para a anotagao dos

genes de Herbaspirillum.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Artemis

Ferramenta de navegacido e anotacdo de genoma desenvolvida pelo
Instituto Sanger (http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/). Foi utilizada para
revisar as anotagdes automaticas. O programa Artemis & escrito em Java, e
esta disponivel para diversas plataformas, como UNIX, Macintosh e Windows.
O programa utiliza sequéncias armazenadas em texto nos formatos EMBL e
GENBANK ou FASTA (RUTHERFORD et al., 2000). Foi utilizado para realizar a

revisdo da anotacéo.

4.2 Blast

BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool) identifica regides
de similaridade local entre as sequéncias. O programa BLAST pode ser usado
para inferir relagbes evolutivas e funcionais entre as sequéncias, assim como
para ajudar a identificar os membros de familias proteicas (ALTSCHUL et al.,
1990. O BLAST foi utilizado para comparar as sequéncias de nucleotideos ou
de proteinas entre os genomas do género, fornecendo a significancia
estatistica dos alinhamentos tanto para anotagcdo quanto para a determinacéo

dos genes ortélogos. Foram considerados os alinhamentos com valor de E

10
superior a 1.10 e cobertura acima de 70% para garantir alta identidade entre

as sequéncias.

4.3 GAAT

O programa GAAT é uma ferramenta de anotacdo de genomas. Ele
utiliza um conjunto de programas especificos para a anotagdo, como
GLIMMER (SALZBERG et al., 1998) e tRNAscan (LOWE e EDDY, 1997),
fornecendo uma interface web para visualizagdo e edicdo de genomas. Foi
desenvolvido inicialmente para atender a rede GENOPAR de sequenciamento

e anotacdo do genoma da bactéria Herbaspirillum seropedicae SmR1. Neste
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estudo foi utilizado para anotar o genoma da bactéria Herbaspirillum lusitanum
P6-12.

4.4 Gapkiller

O script gapkiller € um algoritmo escrito em perl (Practical Extraction and
Report Language) e utiliza bibliotecas do pacote bioperl. O pipeline foi
desenvolvido para auxiliar o fechamento de gaps dentro de sequéncias de
ORFs (Open read frames) e utiliza o programa BLAST, fastacmd e
phredPhrap/Consed como programas acessoérios. Ele tem como finalidade
descobrir se existem sequéncias dentro do banco de leituras do organismo,
capazes de preencher a regido faltante na ORF. O pipeline funciona da
seguinte forma: a sequéncia da ORF é comparada ao banco de sequéncias do
NCBI a fim de recuperar a sequéncia da proteina com maior identidade. Esta
proteina é comparada ao banco de leituras do organismo utilizando o programa
BLAST visando identificar as leituras capazes de reproduzir a regidao faltante.
As leituras selecionadas s&o submetidas ao processo de montagem utilizando
o pacote phred/phrap/Consed gerando uma sequéncia consenso. O programa
Phrap é utilizado com os parametros padrdes. Por fim esta sequéncia consenso
€ comparada novamente com o banco de dados NCBI para confirmar a

obtencdo da ORF completa. A estratégia pode ser visualizada na Figura 9.
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Blast

H. lusitanum

>readl
AGCTAGTCG
>read?2
ATGCATGCA
>read3
TGCTAGCTC

/4

Orf completa

FIGURA 9- FLUXOGRAMA DE EXECUCAO DO SCRIPT Gapkiller.

4.5 Determinacado do GCskew

Phred/P

Consed

>orf.partel
ATGACAAGA
AG
>orf.parte2
GCCGCGGCA
ATAAGTCAGC
TAGCTA

O GCskew é uma medida que utiliza a caracteristica dos genomas

bacterianos de variar a quantidade de guanina e citosina no genoma (LOBRY

et al., 1996). Este fenbmeno promove uma segregagao do genoma em duas

regides, uma com excesso de guanina sobre citosina, caracterizando a fita

lider; e a outra com excesso de citosina sobre guanina, caracterizando a fita

atrasada. A regido onde ocorre esta mudancga de frequéncia, é relacionada com
a origem de replicacdo (GRIGORIEV, 1998; FRANK e LOBRY, 1999). O

GCskew é definido como o excesso normalizado de C sobre G, (C - G)/(C + G)

calculado através de uma janela deslizante pelo genoma (LOBRY, 1996). O

grafico de GCskew cumulativo foi construido utilizando o programa Matlab,

percorrendo janelas de 100 pares de bases pela sequéncia do genoma.
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4.6 Fgap

O programa tem o objetivo de finalizar drafts de genomas através da
fusdo de diferentes versbes de montagens ou através da incorporacdao de
novas sequéncias (PIRO et al.,, 2014). O programa tem a capacidade de
analisar a regidao de gap e as pontas de contigs, e indicar a melhor sequéncia
para fecha-los. O Fgap utiliza o programa BLAST como programa acessorio
para identificar as possiveis sobreposi¢cdes nas pontas de contigs. O algoritmo
funciona da seguinte forma: os gaps, presentes na montagem na forma de um
“N”, sao identificados e entdo comparados a um banco de dados
disponibilizado pelo usuario. O banco pode ser de leituras ou contigs. Os
alinhamentos entre a regido do gap e a sequéncia candidata sdo analisados.
Os parametros do alinhamento sdo ajustaveis pelo usuario e regulam a
rigorosidade do alinhamento. Os parametros sao trés: 1- valor de corte minimo
de score do alinhamento, 2- Maior valor de E-value, e 3- minimo valor de
identidade. O Fgap utiliza estes parametros nesta ordem para restringir os
alinhamentos apresentados, escolhendo a melhor combinacdo. Também pode
ser definido a distdncia a montante quanto a jusante ao gap para ser analisada,
e o resto é ignorado. O valor empregado para esta distancia foi de 300pb
quando utilizado o conjunto de contigs e 50pb quanto utilizado o conjunto de
ORFs. Os parametros de alinhamento foram os valores padrdes. A sequéncia
obtida é substituida no scaffold no ponto que existe o gap, como mostra a

figura 10.

Regido com problema
Contig com gap

TCOTCGOCGECATCGCCAAT GAANATTCOAAGCARTT CCAAGCACAT COGCCOCATCOARATCTATE.
ALINHAMENTO jrrrrrtrernrneennttnny: Pl =ittt el
\TCGTCGGCGCCATCGCCAATGAYGCCGCCATG-CRTT CCAAGCACATCCGCCCCAT COARATCTATE.

Contig banco
SEQUENCIA

CORRIGIDA  TCOTCOOCGCCATCGLCAATGAAGCCGGCATCGATTCCAAGCACATCGGCCCCATCCARATCTAT

FIGURA 10- EXEMPLO DE CORRECAO DA REGIAO DE GAP.

A figura demonstra o alinhamento entre a sequéncia com o gap e a sequéncia
candidata. A regido com o problema é substituida e o gap é resolvido.
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4.7 Phred/Phrap/Consed

Phred/Phrap/Consed é um pacote de programas que utiliza arquivos de
sequenciamento de DNA (eletroforetograma) para realizar a montagem do
genoma. O programa Phred é responsavel por fazer a chamada de bases e
estimar a probabilidade de erro de cada base da sequéncia. O programa Phrap
€ um montador para sequéncias de DNA e utiliza parametros de alinhamento e
as qualidades atribuidas pelo programa Phred para realizar a montagem do
genoma em contigs, a partir das sobreposi¢des entre as leituras (EWING et al.,
1998). Junto com as sequéncias consenso, o programa fornece informagdes
sobre a montagem ajudando no tratamento de eventuais problemas
encontrados. A ferramenta Consed/Autofinish foi utilizada para visualizar a
montagem criada pelo montador Velvet e do montador Phrap. Além da
visualizacao foi utilizado para edigdo e fechamento dos gaps. Entre os recursos
de tratamento de gaps destacam-se: a capacidade de escolha e sugestdo de
oligonucleotideos iniciadores; a identificacdo de regides com problemas de
montagem, como baixa qualidade nas sequéncias; fornece sugestbes de
sequenciamentos adicionais e agrupa os contigs em super-contigs (contigs
ordenados por evidéncias de ligacdo) (GORDON; ABAJIAN e GREEN, 1998).
Foi utilizado junto ao script gapkiller.pl para a construgcdo das ORFs com

problema na montagem SOLID.

4.8 Quality assessment (QA)

O programa Quality assessment € um programa de analise de qualidade
para leituras do sequenciador SOLID. O programa tem a capacidade de exibir
graficamente estatisticas de qualidade como qualidade média e qualidade
acumulada para cada base das leituras (RAMOS et al., 2011). O programa foi
utilizado para definir valores de corte na selecao dos reads utilizados para a

montagem SOLID.
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4.9 SOLID™ de novo accessory tools 2.0

SOLID™ de novo accessory tools 2.0 € um pipeline desenvolvido pela
Life Technologies para a montagem automatica do genoma exigindo a minima
interacdo com o usuario. Ele foi desenvolvido para a otimizagdo do uso das
leituras de sequéncias em color-space gerados pelo sequenciador SOLID. Ele
utiliza a alta capacidade de sequenciamento, o valor de qualidade das leituras
e a vantagem do sistema de dupla leitura de cada base para obter o melhor
resultado de montagem. O pipeline é executado em cinco passos integrados

descritos a seguir e apresentados na Figura 11.

SOLiD™ de novo accessory tools 2.0

Leituras Rsampling SAET Preprocessor
(opcional) (opcional) prepara
‘ amostragem, ‘ corrige erro nas ‘ entrada para
estima leituras Velvet e Asid
parametros

! 2

Alinhamentos Anédlise ASID Velvet
(opcional)
Contigs/scaffolds h Analise - Elimina gaps - Gera grafo de
Contigs/scaffolds traduz para repeticio
Analise base
™

FIGURA 11- FLUXOGRAMA DE EXECUGAO DO PIPELINE SOLID DE

NOVO ACCESSORY TOOLS 2.0.
FONTE: Adaptado de:
http://gsaf.cssb.utexas.edu/wiki/images/7/71/DeNovo_Assembly_Pipeline_2.0.pdf

O pipeline exige apenas que o usuario fornega a informacao do tipo de
biblioteca, o tamanho das leituras e o tamanho estimado do genoma estudado
para a execugao com os parametros padrées. Os programas que constituem o
pipeline sio:

1- Rsampling: é capaz de determinar precisamente a cobertura da
montagem em leituras de sequéncias. Ele utiliza esta informagéo para otimizar

0 uso das leituras criando um subconjunto de 300x de cobertura quando o este
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supera 600x. Isto é realizado para otimizar o consumo de memodria do

computador. Esta etapa é opcional.

™
2- SAET (SOLID Accuracy Enhancement Tool): € um corretor de erros

de sequenciamento. Ele aproveita a alta cobertura do sequenciamento, os
valores de qualidade e o sistema de dupla leitura de cada base para corrigir
falhas de leitura quando a base nao é lida pelo sequenciador, e erros de
leituras, quando a base lida esta errada. O algoritmo cria uma lista de todos os
k-mers presentes nas leituras de sequéncias. Os k-mers com uma frequéncia
maior que o valor de corte, ajustavel pelo usuario, sdo considerados confiaveis.
Assim as leituras de sequéncia sao corrigidas para que existam apenas k-mers
confiaveis. Em média, o SAET reduz a taxa de erro bruto por um fator de 5x,
otimizando o processo de montagem.

3- Preprocessor: faz a conversao das leituras color-space para double-
encoded, formato de entrada requisitado pelo montador Velvet. O formato
double-encoded é a representagcao das leituras de sequéncias em color-space
em bases sem a perda da dupla interrogacéo.

4- Velvet: € o montador usado para gerar a montagem. Como resultado
ele gera os contigs ou super-contigs da montagem no formato double-encoded.

5- AsiD (Assembly Assistant for SOLID™ System tool): é responsavel
pela finalizagao do processo de montagem. Ele possui a fungao de fechamento
de gaps entre super-contigs e a conversdo da montagem de color-space para
bases. O fechamento de gap é realizado através de uma mini-montagem. O
conjunto de leituras usado é selecionado se cumprir a condi¢ao de ter seu par
dentro da regido de vizinhanca do contig. Se o contig gerado com estas leituras
tiver sobreposicdo ao par de contigs que flanqueiam o gap, entdo ele é
considerado fechado e a regido € incorporada.

6- Analisys: script responsavel pela analise comparativa e estatistica da
montagem.

Este programa foi utilizado para construir as montagens SOLID. Os

parametros para a criacdo das montagens estdo apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4 — PARAMETROS PARA A CRIACAO DAS MONTAGENS SOLID™

DE NOVO ACCESSORY TOOLS 2.0.

Nome da Montagem k17 k19 k21/Frag21
Parametro Funcao Valor
. Tamanho do k-mer usado na 1
-hsize matriz de alinhamento 17 pb 19pb 21 pb
ins_length Estimativa de tamanho do 4504 51, 1000 pb 1000 pb
inserto
ins_length sd ~ Cstimativadevariagaoto  g5q 0 500 ph 500 pb
—engin_ tamanho do inserto P P P
-tamanho do Tamanho estimado que o 5.6 Mpb? 5.6 Mpb 5.6 M
genoma genoma deve ter
. . Tamanho minimo para um
-min_contig_lIgth contig ser considerado 100 pb 70pb 100
-exp_cov Cobertura esperada 300x 300x 250x
Tamanho minimo de
-cov_cutoff cobertura esperada para 20 pb 20pb 17 pb
formar contig
Numero de mate-pair leituras
-min_pair_count  para considerar uma ligagdo 240 240 240

de super-contigs confiaveis

'pb=pares de bases.
2Mpb= Milhdes pares de bases.

4.10 Velvet 1.2.10

O programa Velvet € uma solugdo para montagem de genomas
utilizando sequéncias curtas (ZERBINO e BIRNEY, 2008). Ele utiliza grafos de

Brujin para resolver as sobreposi¢des e repeticdes no processo de montagem e

€ uma solugdo capaz de manipular uma enorme quantidade de dados gerados
por sequenciadores como SOLID, ILLUMINA e 454 (ZERBINO e BIRNEY,

2008). Velvet foi o montador utilizado para a construir as montagens SOLID

através do programa SOLID™ de novo accessory tools 2.0.
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4.11 Genomas utilizados

As sequéncias de aminoacidos foram extraidas dos genomas de 13

estirpes do género Herbaspirillum, descritas na Tabela 5.

TABELA 5 — CARACTERISTICAS DOS GENOMAS DAS ESTIRPES DE

Herbaspirillum.

Organismo Estirpe  Genes Scaffolds Genoma (Mb) Cédigo Genbank

Herbaspirillum sp. JC206 4122 30 4,17 CAHF00000000
CF444 5214 125 5,59 NZ_AJVvC00000000
GW103 4784 6 5,05 NZ_AKJW00000000.1
YR522 5650 168 5,11 AKJA00000000.1

H. seropedicae SmR1 4804 1 5,51 NC_014323
Os34 5941 253 6,15 AMSB00000000
Os45 5504 145 5,63 AMSA00000000
14040 4804 45 5,43 Nao Depositado

H. rubrisubalbicans M1 4673 1 5,6 Nao Depositado

H. frisingense GSF30 5655 1545 4,74 NZ_AEEC00000000.1

H. lusitanum P6-12 4488 30 49 Nao Depositado

H. huttiense putei  IAM 15032 5684 29 577 ANJR00000000

Os topicos 3.16 ao 3.39 foram realizados durante o periodo de
Doutorado Sanduiche na Franca, em colaboracdo com os professores doutores
Alain Denise e Olivier Lespinet do grupo de Bioinformatica do Instituto de

Biologia molecular (IGM) da Université Paris-Sud XI, Orsay, Franga.

4.12 Identificacdo dos grupos de genes ortologos

Existem diferentes metodologias para a identificagdo de grupos
ortdlogos baseados em arvores filogenéticas, grafos ou hibridos, porém
nenhuma delas aparenta ser completamente infalivel (KUZNIAR et al., 2008).
Por esta raz&o foi utilizada a interseccado de trés métodos conhecidos, (BRH,
INPARANOID e OrthoMCL) para a obtengdo dos grupos ortélogos confiaveis
(GROSSETETE; LABEDAN e LESPINET, 2010). Apdés a interseccdo foi
realizado um passo adicional visando comparar o perfil de cada grupo com

cada proteina que foi excluida previamente como resultado da interseccao.
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Esta etapa serviu para verificar a insergao e exclusao das proteinas nos grupos

(Figura 12). Cada método sera explicado detalhadamente a seguir.

Proteinas dos
genomas

BR

Blast
Todos contra todos
v l
OrthoMcl Inparanoid Identificagéo dos ortdlogos

Grupos Grupos » _

Ligagao Ligacéo simples Identificagéo dos

comqpleta

Intersecgao

Grupos de proteinas
ortélogas

Banco
Proteinas
Unicas

FIGURA 12- FLUXOGRAMA DE IDENTIFICAGAO DOS GRUPOS DE GENES
ORTOLOGOS.

As proteinas dos genomas sdo comparadas entre si através de similaridade de

sequéncia utilizando o programa Blast. O resultado é utilizado pelos métodos

de determinacdo de ortélogos BRH, OrthoMcl e Inparanoid. A criacdo dos

grupos é obtida utilizando as metodologias de agrupamento de ligacao simples

e ligagdo completa. Os grupos iniciais sdo obtidos através da interseccao dos

métodos. E criado um perfil Hmm de cada grupo obtido pela intersecgdo. As

proteinas nao contidas na intersecgéo foram reinseridas aos grupos através da

comparacao com os perfis Hmm utilizando o valor de corte de E de 1e-10.
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4.13 Busca de similaridade entre sequéncias usando o BLAST

As sequéncias de aminoacidos das proteinas foram armazenadas em
arquivos multifasta distintos, a fim de separar as proteinas de cada genoma. A
busca de similaridade entre as sequéncias foi conduzida utilizado o programa
BLAST+ 2.2.25. Nao foi aplicado nenhum parametro de corte como score ou E-
value, visando obter todos os alinhamentos encontrados. Os resultados foram
armazenados em formato tabular e utilizados como informacao de entrada para
os programas INPARANOID e OrthoMCL e BRH.

4.14 Melhores alinhamentos reciprocos BLAST (BRH)

Para a determinagao dos alinhamentos bidirecionais BLAST (BRH, do
inglés BLAST Reciprocal Hits) entre as proteinas, cada proteina de cada
genoma foi comparada com todas as outras e com ela mesma (todos contra
todos) (Figura 14). O objetivo de comparar a sequéncia com ela mesma visa
identificar o valor ideal de score para o alinhamento. Foram preservados os
pares de proteinas que tiveram reciprocidade no alinhamento e obedeceram a
4 condicoes: 1- Obter o mesmo melhor par, independente de estar na situacao
de sequéncia de entrada ou banco; 2- Ser seu melhor par quando analisada
contra ela mesma; 3- Razdo acima de 60% entre o tamanho do alinhamento e
o tamanho total da proteina identificada no banco, com o objetivo de minimizar
a conservacio local; 4- Foram excluidos alinhamentos onde a raz&do entre o

valor do score do alinhamento e o valor de score total for inferior a 20%.

Entrada
A B
Banco A AA AB
B BA BB

FIGURA 13- EXEMPLO DE MATRIZ DE ALINHAMENTO BLAST
TODOS CONTRATODOS.

A é a proteina do genoma A e B é a proteina do genoma B.
AA é o resultado do alinhamento BLAST da proteina A com
ela mesma. AB é o resultado do alinhamento BLAST da
proteina A com B. BA é o resultado do alinhamento BLAST
da proteina B com A e BB é o resultado do alinhamento
BLAST da proteina B com ela mesma.
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4.15 INPARANOID

O programa INPARANOID 4.1 permite a identificacdo de pares de
ortélogos entre dois conjuntos de dados. O programa foi executado com os
parametros padroes (REMM; STORM e SONNHAMMER, 2001).

Para determinacdo dos grupos o programa utiliza o valor de similaridade
entre as sequéncias (score) do alinhamento gerado pelo programa BLAST e
um valor de confiangca calculado sobre o alinhamento (REMM; STORM e
SONNHAMMER, 2001). O alinhamento com o maior score determina o par de
ortélogos, porém outros genes podem ser agrupados sendo identificados como
paralogos. O valor de confianga representa o nivel de relacionamento entre
uma proteina e seu principal ortélogo, em uma escala de 0% a 100%, calculado
com a seguinte férmula.

Valor de confianga para A = 100%

(scoreAAp- scoreAB)
(scoreAA- scoreAB)

Valor de confianga para B = 100%

(scoreBBp- scoreAB)
(scoreAA- scoreAB)

Onde Ap é um in-paralogo do conjunto A e Bp € um in-paralogo do
conjunto B. A é o principal ortélogo do conjunto A e B é o principal ortélogo do
conjunto B. Score é o valor de similaridade entre as proteinas.

Os resultados obtidos pelo programa BLAST foram processados pelo
programa INPARANOID 4.1.

4.16 OrthoMCL

OrthoMCL 2.0 é um programa para agrupamento de genes ortélogos
entre genomas (LI; STOECKERT e ROOS, 2003). Ele utiliza o algoritmo de
criacdo de grupos de Markov (MCL), que é baseado no modelo probabilistico

de Markov e na teoria de grafo. Ele permite classificagcdo simultdnea de
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relacionamentos globais em um espago de similaridade. MCL simula caminhos
aleatérios pelo grafo usando matrizes de Markov para determinar as
possibilidades ou probabilidades de transicées entre os nés do grafo. A matriz
de similaridade utilizada para a determinac&o dos grupos é criada utilizando os
valores de score do programa BLAST (LI; STOECKERT e ROQOS, 2003). Nao é
necessario utilizar nenhum processamento adicional de agrupamento, pois o
programa ja fornece os grupos formados. Os resultados obtidos pelo programa
BLAST foram concatenados em um uUnico arquivo para servir de entrada ao
programa que permite a identificacdo de grupos de ortélogos entre mais de 2
genomas. As tabelas de resultados foram carregadas em um banco de dados

MySQL 5.0. O programa foi executado com os parametros padroes.

4.17 Agrupamento dos alinhamentos bidirecionais BRH e INPARANOID

Os grupos de genes ortélogos foram obtidos utilizando dois modelos de
agrupamento Ligacdo Simples e Ligagdo Completa que serdo descritos a

sequir.

4.17.1 Ligacéo simples

O método de ligagao simples € um método permissivo de agrupamento,
que utiliza a caracteristica de transitividade entre as proteinas ortélogas, isto &,
se uma proteina A é proxima a B, e B é proxima a C, entdo A também sera
préxima a C. O método permite o agrupamento dos pares de proteinas
exigindo apenas a ligagao de uma unica proteina (Figura 14). Esta abordagem
foi utilizada para identificar o maior numero de grupos e adotado no resultado
do programa INPARANOID.
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A,
B C

FIGURA 14- REGRA DE AGRUPAMENTO DE LIGACAO SIMPLES
ENTRE PROTEINAS COM BASE EM SIMILARIDADE DE
SEQUENCIA.
A proteina A é ortdloga as proteinas B e C. As proteinas B e C séao
ortdlogas apenas a proteina A e ndo entre si. O grupo ABC foi
formado apenas com base em uma unica ligacdo, a proteina A.
Visualizagdo da matriz de comparagdo. Valor 1 na existéncia da
ligacdo e 0 para a auséncia.

_\_\_\>

oo —~ o
oo —-~0

O| o >

4.17.2 Ligacdo completa

O método de ligacdo completa permite o agrupamento dos pares apenas
se existir reciprocidade entre todas as proteinas do grupo, levando em
consideracdo a propriedade transitiva dos genes ortélogos. Para um par de
homdlogos ser adicionado ao grupo, cada proteina deve ser ortdloga de cada

proteina do grupo como pode ser observado na Figura 15.

A,
B C

FIGURA 15- REGRA DE AGRUPAMENTO DE LIGAGAO COMPLETA

ENTRE PROTEINAS COM BASE EM SIMILARIDADE DE
SEQUENCIA.

A proteina A é ortdloga as proteinas B e C. As proteinas B e C sao
ortdlogas apenas a proteina A. As proteinas B e C sdo ortélogas entre si.
O grupo foi formado respeitando a reciprocidade de todos os pares.

Visualizagédo da matriz de comparagao. Valor 1 na existéncia da ligagéo e
0 para a auséncia.

_\_\_\>
a0
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(@liivelip 4
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4.18 Interseccdo dos resultados BRH, Iparanoid e OrthoMCL

O arquivo de intersecgdo contendo os grupos de ortélogos foi criado
através da interseccdo dos 3 métodos.

Esta etapa adequou os grupos a intersec¢ao diminuindo o seu tamanho.
Isto permitiu a criacdo de um conjunto de ortélogos padronizados com maior

confiabilidade, pelo fato de serem obtidos pelos 3 métodos.

4.19 Recuperagdo das proteinas discrepantes entre os meétodos BRH,
INPARANOID e OrthoMCL

Cada abordagem empregada gerou um resultado distinto. O consenso
dos resultados foi obtido utilizando a interseccao dos trés métodos, BRH,
INPARANOID e OrthoMCL. Devido a esta etapa, alguns grupos perderam
proteinas. Como estas proteinas foram identificadas pelo menos por um
meétodo, surgiu o questionamento se elas seriam realmente ortélogas e algum
método falhou em identifica-las. Para responder a duvida, as proteinas foram
comparadas com o0s grupos novamente seguindo a estratégia descrita na

Figura 16.
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Proteinas Unicas
Muscle
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Banco de hmmscan
Perfis
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hmmbuild
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E-vaue Proteina inserida
1e-10 no grupo
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FIGURA 16- RECUPERACAO DE PROTEINAS ORTOLOGAS APOS
INTERSECCAO DOS METODOS BRH, IMPARANOID E
ORTHOMCL.

As proteinas de cada grupo foram alinhadas entre si usando o
programa Muscle3.8.31. Hmmbuild foi utilizado para construir o perfil
do alinhamento multiplo. Hmmpress transforma o banco de perfis em
formato binario para a busca de similaridade utilizando o programa
Hmmscan. O parametro E-value de 1E-10 foi utilizado como limiar de
corte.

4.20 Alinhamento multiplo dos grupos ort6logos utilizando do software
MUSCLE 3.8.31

O software Muscle 3.8.31 é um programa de alinhamento multiplo de
sequéncia de DNA, RNA ou proteina (EDGAR, 2004). Ele foi utilizado para
obter o alinhamento multiplo das proteinas de cada grupo.

4.21 Construcdo dos perfis HMMER e insercédo de proteinas

O programa HMMER 3.1 foi utilizado para a criagcdo dos perfis de
alinhamentos multiplos. Estes perfis sdo a representagdo do alinhamento em
um sistema de score posicao-especifico adequado para identificar sequéncias

homologas distantes, com baixo grau de similaridade. (EDDY, 1998). Hmmbuid
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foi utilizado para construir o perfil do alinhamento multiplo criado pelo programa
MUSCLE 3.8.31. Hmmpress transformou o banco de perfis em formato binario.
Apods esta etapa cada proteina foi testada contra todos os grupos. Foi utilizado
o parametro de corte E-value de 1e-10 para decidir se a proteina seria ou nao

inserida.

4.22 Anotacao funcional das proteinas

O conjunto de dados utilizado conttm genomas completos e
fragmentados de diferentes origens disponiveis no GenBank. Portanto, a
anotagdo destes genomas varia quanto a qualidade, sendo revisada ou n&o.
Partindo da premissa de que os genes que formam o grupo séo ortélogos, o
esperado seria a mesma fungéo para todos. Por isso os grupos foram anotados
novamente a fim de verificar discrepancias entre a anotagao, enriquecé-la, bem
como confirmar os grupos encontrados. Os genomas foram comparados contra

o banco de dados KEGG, Refseq e Swissprot.

4.23 Determinacado dos genes centrais e acessorios de cada género

Os grupos de genes centrais (core) foram identificados dentro dos
grupos de genes ortélogos. Os grupos com genes presentes em todas as
espécies foi denominado como core. O restante foi classificado como genes

acessorios.

4.24 Criacdo das arvores filogenéticas

As arvores filogenéticas do género Herbaspirillum foram construidas
utilizando duas abordagens distintas. A arvore utilizando somente os grupos de
genes core foi construida através da concatenagcdo dos alinhamentos dos
grupos. Foi utilizado o método ML (Maximum likelihood) implementado no
programa PhyMI (GUINDON et al., 2010). A segunda arvore utilizou o método
de super arvore filogenética. Foi construida uma arvore para cada grupo de
ortélogos e entdo as arvores foram combinadas em uma super arvore através

da metodologia descrita na Figura 17.
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Genes centrais

MUSCLE 3.8.31

Gblocks 0.91b
PhyML 3.0
CLANN 3.3.2
PAUP4.0
———{ super érvore

FIGURA 17- FLUXOGRAMA DE CRIACAO DAS ARVORES.
Os grupos ortélogos foram alinhados utilizando o programa MUSCLE
3.8.31. Os alinhamentos foram filtrados através do programa Gblocks
0.91b. A arvore filogenética de cada grupo foi construida utilizando o
programa PhyML 3.0. O programa CLANN 3.3.2 criou a matriz MRP. O
programa PAUP 4.0 construiu a arvore.

4.25 Filtragem dos alinhamentos utilizando GBLOCKS 0.91b

A qualidade do alinhamento tem um grande impacto nas analises
filogenéticas. Nao apenas o alinhamento, mas também o método usado para
trata-las tem um papel decisivo na arvore final (TALAVERA e CASTRESANA,
2007). Deste modo o programa Gblocks foi utilizado para remover regides
divergentes e de baixa similaridade entre os grupos de genes ortélogos. Os
blocos de alinhamento s&o escolhidos utilizando 5 valores de corte, IS, FS, CP,
BL1, e BL2.

1- O grau de conservagao de todas as posigbes do alinhamento multiplo é
avaliado. O valor padrao para IS e FS sao ajustados para 50% do numero de
sequéncias + 1 e a 85 % do numero de sequéncias, respectivamente.

2- Todos os trechos de posi¢gbes contiguas ndo conservadas menores que CP
sao rejeitados. O valor padrao para CP ¢é de 8 posigdes.

3- No restante dos blocos, as extremidades sdo examinadas e posi¢cdes sao
removidas até que os blocos sejam rodeados por regides de alta conservacéo.

Dessa forma, blocos selecionados estdo ancorados por posi¢des que podem
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ser alinhadas com confianga.

4- Somente blocos com comprimentos maiores ou igual a BL1 sdo mantidos a
fim de evitar pequenas regides em que a qualidade do alinhamento torna-se
dificil de acessar. O valor padrao de BL1 é de 15 posicoes.

5- Todas as posicbes com lacunas (gaps) sao removidas. Também sao
removidas posi¢des ndo conservadas adjacentes as lacunas até que uma
posicao conservada € encontrada. Por fim, blocos pequenos remanescentes
ap6s remocao das lacunas também sao removidos. O valor padrdao BL2 é de
10 posicoes (TALAVERA e CASTRESANA, 2007). Os alinhamentos apds o
tratamento com o Gblocks foram utilizados para a construcao das arvores

filogenéticas.

4.26 Construcdo das arvores filogenéticas por grupo de genes ortélogos
utilizando PHYML 3.0

PhyML é um software de filogenia baseado no principio de maxima
verossimilhanga (do inglés; maximume-likelihood). Ele permite a verificacdo das
mudancgas entre os alinhamentos proximos (NNIs do inglés, Nearest Neighboor
Interchanges) visando aumentar a confiabilidade do resultado. Permite o ajuste
da intensidade do espaco da arvore (SPR, do inglés Subtree Pruning and
Regrafting) e utiliza critérios de parsimonia para filtrar modificacbes topoldgicas
com respeito a fungdo de maxima semelhanca (GUINDON et al., 2010). PhyMI
3.0 foi utilizado para a obtencao das arvores filogenéticas para cada grupo de

genes ortélogos.

4.27 Obtencdo da matriz de parsimobnia resultante do agrupamento de

todas as arvores utilizando o programa CLANN 3.32

A construgao de super-arvores filogenéticas depende da combinagéo da
informacao contida nas arvores bases. O método pode combinar a informacéao
desde que estas possuam um ramo comum (BAUM, 1992). CLANN 3.3.2 é um
programa capaz de construir super-arvores utilizando diferentes abordagens
tais como: Matriz de representacdo usando parsimbénia MRP (Matrix

Representation using Parsimony), super-arvore mais similar (MSSA, do inglés,
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Most Similar Supertree) ajuste maximo do quarteto QFIT (Maximum Quartet Fit)
e ajuste de separagdao maxima SFIT (Maximum Splits Fit) (CREEVEY e
MCINERNEY, 2005).

A matriz de representacao das arvores foi construida através do método
MRP que utiliza como entrada uma colegao de arvores bases e as transforma
em uma matriz binaria com o objetivo de obter a arvore mais proxima as
arvores bases, usando critério de parsimbénia (LAPOINTE; WILKINSON e
BRYANT, 2003). O resultado é chamado de super-arvore.

4.28 Criacao da super-arvore filogenética utilizando o programa PAUP*4.0

A super-arvore foi obtida utilizando o programa PAUP*4.0. PAUP*4.0 é
um programa de filogenia que utiliza o principio de maxima parsiménia para
construcao de arvores filogenéticas. O método de parsimbnia procura por
arvores que minimizem o nimero de mudancgas evoluciondarias para explicar
um determinado dado sobre um conjunto pré especificado de mudancas de
carater admissiveis (SWOFFORD, 1991). O programa PAUP*4.0 construiu a
super-arvore utilizando como base a matriz de parsimdnia construida pelo
programa CLANN 3.3.2.

4.29 MEGA 5

MEGA é uma ferramenta integrada para a realizacdo de alinhamento de
sequéncias, inferindo arvores filogenéticas, estimando tempos de divergéncia,
extraindo bases de dados online, estimando taxas de evolugcdo molecular,
inferindo sequéncias ancestrais, e testando hipdteses evolutivas (TAMURA et

al., 2011). O programa foi utilizado para a edi¢cao das arvores filogenéticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise das sequéncias de Herbaspirillum lusitanum P6-12

A extracdo do DNA gendbmico e andlise do gene 16S rRNA para
confirmacao da estirpe de Herbaspirillum lusitanum foi realizada pela Dra.
Michelle Zibeti Tadra-Sfeir, do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Parana. As sequéncias foram obtidas
através de trés sequenciamentos, dois utilizando o sequenciador SOLID 4
(LifeTecnologies®) e um utilizando o sequenciador MiSeq (lllumina®). No
primeiro sequenciamento, com o sequenciador SOLID, foram obtidas
107.890.594 leituras de 50 pares de bases de comprimento, a partir de uma
biblioteca de pares (mate-pair) (Tabela 6). No segundo sequenciamento (MiSeq
lllumina®), foram obtidas 4.890.413 leituras a partir de uma biblioteca de
fragmento (single-end). Uma terceira biblioteca de pares interligados (paired-
end) foi construida e sequenciada no sequenciador MiSeq e foram obtidas
4.263.275 leituras. A preparacao das bibiotecas e operagado do sequenciador foi
conduzida pelo Dr. Helisson Faoro, do Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular da Universidade Federal do Parana.

TABELA 6 - DADOS DE SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DO

Herbaspirillum lusitanum P6-12.

SOLID MiSeq

Single-end Mate-pair Paired-end
NUumero de leituras 4.890.413 107.890.594 4.263.275
Tamanho das leituas 50 50x2 250x2
Distancia dos pares - 2500 2500

5.1.1 Leituras SOLID

O sequenciamento do genoma de H. lusitanum P6-12 com uso da
plataforma SOLID foi realizado a partir de duas bibliotecas diferentes. A
biblioteca de mate pair, preparada a partir de fragmentos de 1000 pb gerou um

total de 107.890.594 leituras de 50 pb de comprimento, totalizando
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5.394.529.700 bases e proporcionando cerca de 900x de cobertura do tamanho
previsto para o genoma. A biblioteca de fragmento gerou um total de 4.890.413
leituras, totalizando 227.490.799 bases e uma cobertura de cerca de 46x. O
total de leituras geradas pela plataforma SOLID foi de 112.781.007. A analise
de distribuicdo de qualidade revelou um indice de qualidade médio que ficou
abaixo de phred20 para todas as posigdes (Figura 18). De forma geral, a Figura
18A mostra uma distribuicdo média de qualidade superior a Figura 18B, que
tem maior parte das posigdes com valores de qualidade abaixo de phred10. A
baixa qualidade pode ter influenciado de forma negativa no resultado da

montagem do genoma.

Quality Distribution

Avarage
=

1 23 4 5 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

Quality Distribution

Average

1 2 3 4 5 & 7 8 9% 10 11 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 30

Bases

FIGURA 18- QUALIDADE DAS SEQUENCIAS SOLID.
Sequéncias obtidas no sequenciador automatico SOLID. A média de
qualidade foi inferior a phred20.
A- biblioteca de pares. Refere-se as duas sequéncias
B- biblioteca de fragmento.
Figura obtida através do programa Quality assessment.
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As bases que nao sao lidas de forma confiavel pelo sequenciador sédo
substituidas por simbolos (“N”). No caso do conjunto de dados em color-space,
essas bases indeterminadas sdo identificadas por um ponto (“.”). No SOLID
este &€ o resultado da falha de uma ligagdo no sequenciamento,
impossibilitando a identificacdo da cor e consequentemente, impedindo a
leitura. Como esta plataforma utiliza a informagdo da ligagao anterior para
determinar a leitura da préxima base, a penalizagdo é maior quando
comparada a outros sequenciadores. Isso acontece porque quando as leituras
sado decodificadas para bases, a informacédo que sucede o ponto & perdida.O
numero de leituras com bases indeterminadas nas duas bibliotecas foi de
2.907.538 (2,58%). Na construcao da biblioteca séo ligados adaptadores aos
fragmentos de DNA para a PCR em emulsdo. Estes adaptadores, se
sequenciados, podem causar erros no processo de montagem. Foram
identificadas 2.606.772 leituras com sequéncia de adaptadores. A fim de
diminuir o erro nas leituras, foram eliminadas todas as leituras que
apresentaram bases indeterminadas ou presenca de sequéncia de adaptador.
O total de leituras remanescentes foi de 107.266.697 (95%).

5.1.2 Leituras MiSeq

O sequenciamento na plataforma MiSeq com a biblioteca paired-end
obteve 4.263.275 leituras e 871.464.565 bases permitindo 177x de cobertura.
As leituras apresentaram uma variagdo de tamanho entre 35 a 251 como

observado na Figura 19.
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FIGURA 19- DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS LEITURAS MiSeq.
O grafico mostra a predominancia de leituras longas como resultado do
sequenciamento.
Grafico obtido com o programa FASTQC.

A qualidade média das leituras MiSeq observadas oscilou entre phred25
a phred40 (Figura 20). A presencga de bases indeterminadas foi baixa, menor

que 1%.
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FIGURA 20- MEDIA DE QUALIDADE POR BASE DAS LEITURAS MiSeq.
O grafico mostra a média da qualidade das leituras por base. A barra mostra a
variagdo de qualidade para cada base. Os valores médios variaram entre
phred18 a phred39.
Grafico obtido com o programa FASQC.

5.2 Montagens do genoma da bactéria Herbaspirillum lusitanum P6-12

5.2.1 Montagens a partir do sequenciamento com a plataforma SOLID

A montagem do genoma do Herbaspirillum lusitanum P6-12 utilizou o
programa Velvet, versao 1.1.04. Ele foi utilizado junto com o pipeline SOLID™
System de novo Accessory Tools 2.0 desenvolvido pela LifeTecnologies®.
Foram realizadas diferentes montagens visando otimizar os parametros do
pipeline (Tabela 5). Os critérios utilizados para avaliagao foram o maior valor de
N50, o menor numero de contigs e o tamanho final do genoma. Com isso a
montagem com k-mer de 21, que apresentou o maior valor de N50 (250 Kb) foi

escolhida como a base da montagem do genoma de H. lusitanum e chamada
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de montagem k21 (Tabela 7).

TABELA 7 — RESULTADO OBTIDO NO TESTE DE k-mers.

k-mer
k17 k19 k21
Contigs (pb) 7046 6513 6028
Super-contigs 2168 2500 1927

Média do Tamanho dos Scaffods 2277 1389 2595
(pb)

N50 (pb) 104611 206273 252584
Maior Scaffold (pb) 249953 508975 563402
Maior Contig (pb) 8317 10637 16476

Tamanho estimado do Genoma (pb) 4936725 5234000 4807499
*pb=pares de bases.

Os contigs da montagem k21 com tamanho inferior a 1.000 pb foram
retirados da montagem para serem utilizados no fechamento dos gaps e
reinseridos na montagem. As leituras da biblioteca de fragmentos foram
montadas separadamente, gerando 4.996 contigs e a montagem foi chamada
de Frag21. Todos os contigs da montagem Frag21 mais os contigs inferiores a
1.000 pb da montagem K21 foram utilizados para o fechamento de gaps com o
programa Fgap (Tabela 8).

TABELA 8 - COMPARAGCAO DAS MONTAGENS ANTES DO FECHAMENT(

DOS GAPS.
Montagens

Frag21 K21 K21lup
Contigs 4.996 6.028 2.156
Super-contigs 2.500 1.927 37
Média do Tamanho dos Scaffolds (pb) 303 2.595 2.595
N50 315 252.584  252.584
Maior Scaffold (pb) - 563.402 563.402
Maior Contig (pb) 3.519 16.476 16.476
Contigs inferiores a 1000 (pb) 2.791 3872 0

Tamanho estimado do Genoma (pb) 1.516.969 4.807.499 4.846.950

*pb=pares de bases.
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Antes do inicio da etapa de fechamento dos gaps, foi realizada a
anotacdo automatica da montagem k21up. Apds a anotagédo, os gaps foram
divididos em 3 categorias: G1 — gaps no interior de ORFs anotadas, G2 — gaps
em regides intergénicas, G3 — gaps de pontas de super-contigs; como

apresentado na Figura 21.

A

Contig 1 ‘ ‘» ‘
° N\

Contig 1 ‘ ‘ N ‘
C /\ /\

Contig 1 Contig 2 Contig 3

FIGURA 21- CATEGORIAS DE GAPS NO GENOMA DE H. lusitanum.

Afigura apresenta o esquema grafico dos gaps no genoma.

A - Gaps G1 no interior de orfs anotadas.

B — Gaps G2 em regides intergénicas.

C- Gaps G3 de pontas de super-contigs. Os gaps estao representados pela
letra N.

Os gaps G1 foram resolvidos utilizando o script gapkiller.pl. Foram
identificadas 1.449 regides G1 e a abordagem permitiu resolver 666 delas. Os
gaps G2 de regides intergénicas foram resolvidos utilizando o programa Fgap e
nesta etapa foram resolvidos 670 gaps. Os gaps de pontas de super-contigs G3
foram analisados e apresentam indicios de ligagdo, porém nenhum foi fechado
(Figura 22).



67

2500
2156

2000

1449

1500
1336 B NUmero total de gaps

Gaps fechados
1000

707 670
500

Total de gaps

FIGURA 22- FECHAMENTO DOS GAPS DA MONTAGEM
K21up DO GENOMA DE H. lusitanum.

Em cinza escuro esta representado o total de gap de
cada categoria e em cinza claro o niumero de gaps
fechados apd6s a aplicagdo das estratégias de
fechamento de gaps. G1 — gaps em orfs anotadas G2—
gaps em regibes intergénicas G3— gaps de pontas de
contigs.

Ao todo foram resolvidos 1.336 gaps, representando 62 % to total de
2156. O numero de contigs diminuiu para 820 considerando os contigs maiores
ou iguais a 1000. A montagem foi anotada automaticamente utilizando o
programa RAST. Foram identificados 5.240 ORFs do cromossomo cobrindo
84%, 38 tRNAs e um operon ribosomal 16S-23S-5S. O tamanho do genoma
obtido foi de ~4.9Mb (WEISS et al., 2012). Os dados desta montagem estéo

resumidos na Tabela 9 abaixo.
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TABELA 9 — ESTATISTICAS DA MONTAGEM SOLID K21up APOS
FECHAMENTO DOS GAPS.

Tamanho (pb*) 4.919.393
Contigs 820
Super-contigs 37
Genes 5.240
tRNAs 38
G+C 60.2%
rRNA 16S-23-5S 1
Cobertura (pb*) 214x

*pb=pares de bases. Fonte: Adaptado de WEISS et al.,2012.

5.2.2 Montagem hibrida utilizando dados da montagem SOLID e MiSeq

Uma montagem hibrida (denominada HIO1) foi obtida utilizando a uniao
dos conjuntos de leituras SOLID e lllunima MiSeq. Esta montagem foi
construida com o pacote CLC Wokbench 5 e as estatisticas estdo resumidas
na Tabela 10.

TABELA 10 — CARACTERISTICAS DA MONTAGEM HIO01.

Contigs 55
Super-contigs 31
Média do Tamanho dos Scaffolds (pb*) 11.201
N50 (pb*) 1.004.417
Maior Scaffold (pb*) 1.767.941
Maior Contig (pb*) 197.000
Cobertura em bases (pb*) 851x
Tamanho estimado do Genoma (pb*) 4.930.839

*pb=pares de bases.

Os contigs da montagem k21up e os contigs inferiores a 1.000 pb da
montagem HIO1 foram utilizados no programa Fgap para resolver os gaps. S6
foi possivel resolver os gaps internos, G1 e G2, diminuindo o numero de
contigs, mas nao de super-contigs. A montagem HIO01 foi definida como a
segunda versdo da montagem no genoma de H. lusitanum P6-12 e suas

caracteristicas estao descritas na Tabela 11.
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TABELA 11 — CARACTERISTICAS FINAIS DA MONTAGEM HI01.

Pré-fechamento dos gaps Pés-fechamento dos

gaps
Contigs 55 31
Super-contigs 31 31
gﬂui‘gifgngzgnjgg‘f)dos 11.201 11.201
N50 (pb*) 1.004.417 1.004.417
Maior super-contig (pb*) 1.767.941 1.767.941
Maior contig (pb*) 197.000 197.000
Cobertura em bases 851x 851x
Tamanho do Genoma 4.930.839 4.919.496

*pb=pares de bases.

A correlagédo entre as duas montagens pode ser observada no grafico
dotplot da Figura 23. Ele mostra que as montagens possuem sintenia mas que
a montagem k21up apresentou algumas incongruéncias de posicionamento na
ordenacdo dos contigs. Esta dificuldade, provavelmente, € consequéncia do

alto numero de contigs presente na montagem K21up.
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FIGURA 23- Dotplot ENTRE AS MONTAGENS k21up E HIO1.

Em vermelho estdo representadas as regides de similaridade entre as duas
montagens.

Figura construida com o programa Mummer 3.32.

Outra analise que comprovou a melhoria de qualidade obtida na
montagem HIO1 foi o perfil GCskew. Ele avalia a frequéncia de G sobre C no
genoma. Ambas as montagens apresentaram um perfil de acordo com a
literatura (EPPINGER et al., 2004), demonstrando as caracteristicas dos
genomas bacterianos de apresentar uma maior quantidade de GC sobre AT na
fita lider na replicagdo. Porém a montagem HIO1 apresentou um perfil mais
suave, que representa um perfil crescente e continuo até a inversao,
demostrando que a ordenagao dos super-contigs foi melhorada em relagao a
montagem K21up Figura 24.
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FIGURA 24- COMPARAGCAO DO GCskew ENTRE AS MONTAGENS k21up
e HI01.

O grafico mostra o GCskew cumulativo nas montagens. A janela utilizada
para o calculo foi de 100 pares de bases. A montagem HIO1 esta
representada em Azul. Em verde a montagem k21up. A montagem Hi0O1
possui um perfil mais suave e continuo, com menos inversées na
frequéncia de GC.

A figura foi construida utilizando o programa Matlab.

5.3 Operon de rRNA do H. lusitanum P6-12

A anotagdo automatica conseguiu identificar um operon ribosomal na
montagem HIO1. O operon tem a ordem 16S rRNA — 23S rRNA — 5S rRNA.
Analise comparativa entre a sequéncia do gene 16S rRNA da montagem Hi0O1 e
a sequéncia depositada no NCBI demostrou identidade de 100%, confirmando
a espécie H. lusitanum estirpe P6-12. A analise filogenética do gene 16S rRNA
do H. lusitanum mostra uma proximidade evolutiva com o Herbaspirillum sp.

estirpe CF444 como demonstrado na Figura 25.
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FIGURA 25- ARVORE FILOGENETICA DAS ESPECIES DE Herbaspirillum
COM BASE NO GENE 16S rRNA.

A arvore sem raiz foi construida utilizando a metodologia de Neighbor-Joining.
O valor da soma do comprimento dos ramos foi 0,08404273. O valor de
bootstrap foi determinado através de 10.000 replicatas e estd mostrado nas
bifurcacbes dos ramos. A distancia evolutiva foi determinada utilizando o
método de Maximum Composite Likelihood. Todas as posi¢gdes contendo
gaps ou erros de alinhamento foram eliminadas totalizando 1481 sitios.
Sequéncias foram retiradas dos genomas depositados no Genbank (Tabela
6).

Os operons de rRNA sao sequéncias de alta similaridade e formam um
unico contig. As diferengas que separam as copias sao tratadas como erros
pontuais pelo algoritmo de montagem. A comparacdo da cobertura da regido do
operon com a cobertura global do genoma pode dar indicios da possivel
presenca de mais de uma copia. A cobertura global observada para a
montagem Hi0O1 foi de 814x, ja a regido que representa o operon ribosomal
possui uma cobertura de 1.600x, ou seja, 2x a média do genoma, indicando a
possivel presenca de 2 copias deste operon (Figura 26). Este dado difere do
que foi encontrado em Herbaspirillum seropedicae SmR1, onde foi observada a
presenca de 3 operons (PEDROSA et al., 2011).
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26- IDENTIFICACAO DO NUMERO DE COPIAS DO OPERON
RIBOSOMAL NO GENOMA DO H. lusitanum.

A cobertura em bases do genoma esta em preto. Em azul estd ampliada a
regido onde se encontra o operon 16S rRNA — 23S rRNA — 5SrRNA. Pode
ser observada uma duplicagdo da cobertura na regido.
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5.4 Anotagdo da montagem HIO1

A anotagao realizada com o programa RAST revelou 4488 genes e 51
tRNA, correspondendo ao total de 87% das bases do genoma, embora o H.
lusitanum P6-12 tenha sido descrito como fixador de nitrogénio através do
experimento de reducao de acetileno e posterior amplificacdo do gene nifD,
neste estudo nado foi observada a presenca de genes relacionados com a
fixac&do de nitrogénio no genoma (WEISS et al., 2012). O H. lusitanum P6-12 foi
isolado de ndédulo de feijao, porém ele ndo possui nenhum gene nod
relacionado com a genes de nodulagdo como os presentes em rizhobium
(SCHULTZE et al., 1994). Foram encontrados genes HlyB, HIlyD, TolC,
codificadores de proteinas relacionadas com o sistema de secreg¢ao do tipo I,
que é responsavel pela secrecao de diversas moléculas como ions, drogas e
proteinas de diversos tamanhos (DELEPELAIRE, 2004). Os genes pil e firm
que codificam para os sistemas de secrecdo do tipo Il e IV também foram
encontrados. Estes sistemas possuem um relacionamento evolutivo préximo
com proteinas compartilhando fungdes (PEABODY et al., 2003), porém nao ha
informacédo de como estes sistemas agem na bactéria H. lusitanum. O sistema
de secrecéo tipo Il responsavel pela interacdo planta bactéria e presente no H.
rubrisubalbicans e H. seropedicae SmR1 nao foi encontrado (MONTEIRO et
al., 2012). H. lusitanum P6-12 possui as vias metabdlicas, Entner-Doudoroff,
das pentoses fosfato e dos acidos tricarboxilicos. Os genes que codificam para
a via de Embden Meyerhof-Parnas também foram encontrados, com excecgao
da enzima 6-fosfofrutoquinase (EC 2.7.1.11) tal como em H. seropedicae
SmR1.

Foi observada a presenga de um gene que codifica uma proteina
semelhante (83% de similaridade) a ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (RuBisCO), enzima chave envolvida na fotossintese e
na fixacdo de carbono (F ROBERT TABITA, 2008). Proteinas RuBisCO
semelhantes e com participacdo na via de recuperagao da metionina, foram
descritas em outras bactérias heterotréficas como por exemplo, no Bacillus
subtilis  (ASHIDA et al., 2008). Os genomas das bactérias Herbaspirillum sp.
GW103, Herbaspirillum sp. YR522 e H. frisingense também possuem proteinas

homodlogas a RuBisCO presente em H. lusitanum porém classificadas como
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proteinas RuBisCO-like (Figura 27).
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FIGURA 27- ARVORE FILOGENETICA DA PROTEINA RuBisCO DE H.

lusitanum P6-12.

A arvore foi construida utilizando a metodologia de Bio-Neighbor-Joining. O
valor da soma do comprimento dos ramos foi 3.70560105. O valor de bootstrap
foi determinado através de 1000 replicatas e estd demostrado perto dos ramos.
A distancia evolucionaria foi determinada utilizando o método de corregdo de
Poisson. Todas as posi¢gbes contendo gaps ou erros de alinhamento foram
eliminados totalizando 290 sitios.

Também foi encontrado o gene que codifica a 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) deaminase, como no Herbaspirillum seropedicae SMR1,
indicando uma provavel contribuicdo para o desenvolvimento da planta sob
condigbes de estresse. A anotagdo com base nas categorias funcionais COG
sendo que para 20% das proteinas foi atribuida uma fungédo geral, e para
apenas 4% nao foi possivel atribuir uma fungéao. Isso revela que o genoma nao
apresenta grandes diferencas em seu conteudo génico dos que ja foram
descritos por Pedrosa e colaboradores (2011) para H. seropedicae. As fungdes

dos genes presentes no genoma de H. lusitanum estdo resumidas na Figura

28.
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FIGURA 28- CLASSIFICACAO DOS GRUPOS NAS CATEGORIAS
FUNCIONAIS COG.

A figura apresenta o numero de genes ortdlogos classificados nas categorias
funcionais COG para cada organismo: Armazenamento e processamento de
informacgéo; processo celular e sinalizagdo; metabolismo e fracamente
caracterizadas.

5.5 Clusterizac&o dos genes ortdélogos do género Herbaspirillum

5.5.1 Determinacédo de genes ortélogos

Os métodos de determinagdo de grupos ortélogos apresentaram
resultados distintos em relacdo ao numero e tamanho dos grupos como
observado por Grossetéte e colaboradores (GROSSETETE; LABEDAN e
LESPINET, 2010). O programa OrthoMCL identificou 0 maior nimero de grupos
(7.601), enquanto o BRH combinado com a metodologia de agrupamento
ligacao completa obteve a menor soma (5.812). Os valores ficaram préximos
ao numero medio de genes presentes nos genomas analisados, que é de 5.200
genes. Os tamanhos dos grupos foram proximos entre si, sendo que o
OrthoMCL contabilizou 48 proteinas no maior grupo e BRH 23 proteinas. Ja o

programa INPARANOID obteve o maior grupo com 141 proteinas. Isto foi
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possivelmente foi devido a utilizagdo da metodologia ligagdo simples, mais

permissiva na criagao dos grupos (Tabela 12).

TABELA 12- NUMERO DE GRUPOS FORMADOS PELOS METODOS DE
DETERMINACAO DE ORTOLOGOS.

BRH ligacao INPARANOID OrthoMCL

completa ligacao simples
Numero de grupos 5812 6516 7601
Maior grupo 23 141 48

A distribuicdo da frequéncia dos grupos otdlogos nos diferentes métodos
se apresentou na forma de um grafico bi-modal (Figura 29). O primeiro pico de
frequéncia mostrou uma predominéncia de grupos pequenos com até 4
proteinas, o segundo pico revelou grupos contendo 0 mesmo numero de
proteinas que o de genomas utilizados para a analise, determinados como
grupos contendo os genes do core genoma. O core genoma é o conjunto de

genes que estdo presentes em todas as espécies do género.
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FIGURA 29- FREQUENCIA RELATIVA DOS GRUPOS PARA OS
METODOS OrthoMCL2.0 INPARANOID E BRH.

O eixo y apresenta a frequéncia dos grupos para cada método. O eixo x
mostra o numero de proteinas por grupo. O segundo pico representa os
grupos contendo os genes core.

5.5.2 Resultado da interseccdo entre os métodos de agrupamento
OrthoMCL, INPARANOID e BRH e recuperacéo das proteinas divergentes

Os resultados divergentes obtidos pelos métodos mais comuns de
predicdo de genes ortdlogos OrthoMCL, INPARANOID e BRH revelaram a
dificuldade em se obter grupos confiaveis. O programa OrthoMCL obteve o
maior numero de grupos unicos (1.670), niumero maior que o do programa
INPARANOID (611) que utilizou a metodologia de agrupamento mais
permissiva (ligacdo simples). Visando contornar este problema, foi realizada a
interseccao dos resultados dos trés métodos a fim de extrair apenas os grupos
compartilhados entre os trés. No total foram obtidos 5.218 grupos que foram
considerados com alta confianca e foram utilizados para os restantes das

analises (Figura 30).
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OrthoMcl ¢

BRH Inparanoid

FIGURA 30- GRUPOS DE GENES ORTOLOGOS IDENTIFICADOS PELOS
METODOS OrthoMCL, INPARANOID E BRH.

Em azul-claro esta representado os grupos de ortdlogos obtidos pelo método
OrthoMCL. Em verde pelo do método BRH e em vermelho pelo método
INPARANOID. Em amarelo a intersec¢do apenas dos métodos BRH e OrthoMCL.
Em azul a interse¢gdo apenas dos métodos BRH e INPARANOID. Em rosa
apenas a intersecgdo dos métodos INPARANOID e OrthoMCL. Em cinza a
intersecao dos trés métodos.

A utilizagdo da intersecgédo preservou apenas 45% do numero total de
proteinas (Tabela 13). Para contornar este efeito, as proteinas que n&o foram
comuns aos 3 métodos foram reinseridas nos 5.218 grupos de alta confianca.
Para reinsergdo das proteinas foram criados consensos das sequéncias de
cada um dos 5.218 grupos através de um alinhamento multiplo seguido da
construgao de um perfil e HMM. Cada proteina foi individualmente comparada
contra os grupos utilizando a ferramenta Hmmscan do pacote Hmmer. O valor
menor ou igual a 1E-10 foi utilizado como limiar de decisdo de insercao. Esta
etapa permitiu a recuperacéo de 92,5% das proteinas, aumentando o uso para
64% do conjunto total (Tabela 14).
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TABELA 13- NUMERO DE PROTEINAS INSERIDAS COM O Hmmscan.

Proteinas fora da Proteinas Proteinas néo
interseccéao recuperadas recuperadas
Numero de proteinas 12.428 (100%) 11.499 (92,5%) 929 (7,4%)

TABELA 14- NUMERO FINAL DE PROTEINAS UTILIZADAS NA FORMACAO
DOS GRUPOS ORTOLOGOS.

Interseccéo Interseccgéo + Total de
Hmmer proteinas
Numero de proteinas ~ 27.505 (45%) 39.004 (64%) 60.941 (100%)

Por fim foram obtidos 5.218 grupos de genes ortélogos dentre os quais
768 grupos foram classificados como core e 4.450 grupos como acessorios
(Tabela 15). Os grupos core foram determinados como grupos contendo um

gene de cada organismo, os demais foram classificados como acessorios.

TABELA 15- CLASSIFICAGAO DOS GRUPOS ORTOLOGOS.

Grupos Genes  Grupos de Genes Total de grupos

core acessorios
Numero de grupos 768 4.450 5.218
Numero de proteinas 9.228 29.776 39.005

5.5.3 Anotagéo funcional dos grupos

Os grupos de genes core e acessorios foram anotados utilizando o
banco de dados COG (Cluster of orthologous groups). Foi possivel observar
uma grande diferenga na distribuicdo do numero de genes entre as categorias.
Também foi possivel observar que a representatividade entre as categorias é
diferente nos genes acessoério e core (Figura 31). Os genes acessorios
possuem a maior quantidade de genes como um todo e as fungdes mais
representadas estdo envolvidas com o Metabolismo e transporte de
Aminoacidos (E), Transcricdo (K), Mecanismos de sinal e transducgdo (T),

Metabolismo e transporte de ions inorganicos (P). O numero de genes que
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integra o core genoma ¢ inferior ao grupo de genes acessoérios porém pode-se
observar que algumas categorias sdo pouco representadas no grupo acessorio
e seu numero é proximo ao numero de genes observado para a categoria no
grupo core. Isso mostra uma mudanga na representatividade destas funcdes
direcionada para o grupo core. Dentre elas destacam-se ciclo celular, divisdo
celular e particionamento do cromossomo (D), modificacdo pds-traducional e
chaperonas (O), replicagao, recombinagcdo e reparo (L) e metabolismo e

transporte de lipideos () (Figura 31).
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FIGURA 31- CLASSIFICAGAO DOS GRUPOS ORTOLOGOS EM CATEGORIAS
FUNCIONAIS COG.

Armazenamento e processamento de informagao: [J] Tradugédo, estrutura e
biogénese ribossomal, [K] Transcri¢ao, [L] Replicagdo, recombinagao e reparo,
[B] Dinamica e estrutura da cromatina. Processo celular e sinalizagéo:[D] Ciclo
celular, divisdo celular, particionamento do cromossomo, [V] Mecanismo de
defesa, [T] Mecanismos de sinal e ftransducdo, [M] Parede
celular/Membrana/biogénese do envelope, [N] Motilidade Celular, [U] Trafego
intracelular, secrecdo e transporte vesicular, [O] Modificagdo pos-traducional,
chaperonas. Metabolismo: [G] Transporte de carboidratos e metabolismo, [E]
Metabolismo e transporte de aminoéacidos, [F] Metabolismo e transporte de
nucleotideos, [H] Metabolismo e transporte de coenzimas, [I] Metabolismo e
transporte de lipideos, [P] Metabolismo e transporte de ion inorganico, [Q]
Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundarios, Fracamente
caracterizadas: [R] Funcdo geral, [S] Funcédo desconhecida, [NC] Nao
Caracterizadas.

5.5.4 Arvore filogenética do Género Herbaspirillum

A arvore filogenética foi construida utilizando os 768 genes core. Os
genes foram concatenados em um unico alinhamento com o total de 216.610
sitios (Figura 32). A arvore filogenética dos genes core revelou uma
proximidade evolutiva entre os genes dos organismos H. lusitanum e
Herbaspirillum sp. CF444 além da ja confirmada pela analise do gene 16S
rRNA.
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Herbaspirillum sp. CF444

FIGURA 32- ARVORES FILOGENETICAS COM BASE NA CONCATENAGAO
DOS GENES ORTOLOGOS CORE.

A arvore foi construida utilizando a metodologia de Bio-Neighbor-Joining. O
valor da soma do comprimento dos ramos foi 0.87210. O valor de bootstrap foi
determinado através de 100 replicatas e esta demostrado perto dos ramos. A
distancia evolucionaria foi determinada utilizando o método de Maximun
Composite Likelihood. Todas as posigbes contendo gaps ou erros de
alinhamento foram eliminados totalizando 216610 sitios.

A super-arvore filogenética foi construida visando confirmar o resultado
obtido com a arvore dos genes core. Para isso foram utilizados todos os 5.218
genes ortélogos com a finalidade de observar se os relacionamentos
observados na arvore mudariam. Contudo o relacionamento entre H. lusitanum

e Herbaspirillum sp. CF444 foi mantido (Figura 33).
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FIGURA 33- SUPEB-ARVORE CONSTRUIDA USANDO TODAS AS
SEQUENCIAS DOS GRUPOS DE  GENES
ORTOLOGOS DE Herbaspirillum spp.

A super-arvore foi construida através da matriz de parsiménia do
resultado de arvores individuais para cada grupo. A arvore foi
gerada a partir de 5218 arvores individuais. As arvores individuais
foram construidas utilizando a metodologia de Bio-Neighbor-
Joining. A distancia evolutiva foi determinada com o método de
Maximun Composite Likelihood

Estes resultados sugerem que Herbaspirilum sp. CF444 pertence a
espécie H. lusitanum. Além disso a estirpe Herbaspirilum GW103
aparentemente é relacionada com H. huttiense subsp. Putei 7-2, embora neste

caso a sequéncia de 16S rRNA apresente 4% de dissimilaridade.
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6 CONCLUSAO

A metodologia de sequenciamento lllumina MiSeq obteve um conjunto
de leituras de sequéncias com maior qualidade do que a plataforma SOLID.

A combinagdo de mais de uma metodologia de sequenciamento, no
caso MiSeq e SOLID, promoveu melhora significativa no processo de
montagem do genoma de H. lusitanum. P6-12.

As leituras MiSeq e SOLID conseguiram boa complementariedade
quando submetidas em conjunto ao montador.

As estratégias de fechamento de gap, com o uso combinado do script
gapkill.pl e Fgap foram eficazes, sendo uma ferramenta util no processo de
finalizagdo da sequéncia genémica.

Uma sequéncia parcial do genoma de H. lusitanum P6-12 foi obtido
gerando 31 super-contigs.

A metodologia de determinagdo dos genes ortélogos através da
combinacédo dos métodos BRH, ORTHOMCL e INPARANOID, foi eficaz para a
determinagdo de ortélogos de alta confiangca, podendo ser utilizada para a
identificacao de ortdlogos em outras espécies.

A filogenia, utilizando os grupos ortélogos core, corroborou a
proximidade evolutiva das estirpes Herbaspirillum lusitanum e Herbaspirillum
CF444 sugerindo que Herbaspirillum sp. CF444 seja reclassificado como
Herbaspirillum lusitanum CF444.

A filogenia baseada nas proteinas ortélogas do core genoma também
sugere relacado evolutiva entre Herbaspirillum huttiense subsp. putei 7-2 e
Herbaspirillum sp GW103.
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