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RESUMO

A grande quantidade de dados gendmicos, obtidos através de
sequenciadores automaticos de DNA de nova geragdo, os NGS, tem
possibilitado o estudo de genomas em niveis inéditos. Embora existam
diferentes programas de computador direcionados as diversas tarefas
relacionadas ao estudo destes dados, o complexo processo de analise e
anotagao de genomas frente ao variado volume de informagéo tem sido um fator
limitante em inumeros casos. Nao s6 os programas de computador utilizados
precisam oferecer um processamento eficiente como precisam também ser
intuitivos e de facil utilizacdo. Neste aspecto, a Visualizagdo da Informacéo (VI),
a qual se apoia nos limites da visdo e percepgao humana, para desenvolver
métodos computacionais eficazes para interacdo e compreensido de dados em
grande escala, se mostra como um diferencial para obtengcdo de melhores
resultados. Apds analisar as diferentes ferramentas disponiveis, suas interfaces,
utilizacdo e resultados gerados, este trabalho apresenta o desenvolvimento do
Web GAAT, uma plataforma que tem como objetivo reunir os principais
programas utilizados para analise e anotagdo de genomas em uma interface
unica, que faz uso de recursos de VI, possibilitando a facil visualizagado e
interacéao com genomas de procariotos, em projetos individuais ou colaborativos.

Palavras-chave: Visualizagdo de genomas. Anotagédo de genomas. Visualizagéo
da informacéao.



ABSTRACT

The large amount of genomic data obtained through next-generation
sequencing, the NGS, has allowed the study of genomes in unprecedented
levels. Although there are many computer programs targeted to the various tasks
related to the study of these data, the complex process of genome analysis and
annotation facing the vast amount of information has been a limiting factor in
many cases. Computer programs not only must offer efficient processing but
must also be intuitive and easy to use. In this aspect, the Information Visualization
(VI), which rests within the limits of human perception and vision to develop
effective computational methods for interaction and understanding of large-scale
data, can possibly be a differentiator for obtaining better results. By analyzing the
different tools available, their interfaces, use and outputs, this paper presents the
development of Web GAAT, a platform that aims to bring together the main
programs used in genome analysis and annotation. Under a single interface,
based on VI technics, the platform provides easy visualization and interaction
with prokaryotic genomes, in individual or collaborative projects.

Keywords: Genome visualization. Genome annotation. Information visualization.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - SOBREPOSICAO DE SEQUENCIA DE BASES ......coooieeeeeeeeeeeee e 19
FIGURA 2 - ESTRUTURA GENICA DE PROCARIOTOS E EUCARIOTOS.................. 20
FIGURA 3 - INTERFACE DO PROGRAMA ARTEMIS ........cooviiieeieeeeeeseeeeeseses s 25
FIGURA 4 - FLUXO DE COMUNICACAO ENTRE AS TRES CAMADAS DE
APLICACAO ...ttt ettt en st n s ss s sanens 31
FIGURA 5 - PADRAQO DE PROJETO MVC ....ooieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeesees s 33
FIGURA 6 - MODELO PARA VISUALIZACAO DA INFORMAGCAO.........cooovvvvrrerrrnn. 37
FIGURA 7-1 — DIVISAO MODULAR DA APLICACAO.........oooiveeeeeeeseeeeeesesees s 40
FIGURA 7-2 - ARQUITETURA PROPOSTA PARA O WEB GAAT .....covveveereeene. 42
FIGURA 8 — COMUNICACAO ENTRE OS MODULOS DA APLICACAO ........ccccooe..... 44
FIGURA 9 - ARQUITERTURA DA APLICACAO DE ACORDO COM O FRAMEWORK
(030 0] =11 N =1 2 OO 45
FIGURA 10 - TELA DE LOGIN ..ottt 47
FIGURA 11 - TELA DE REGISTRO DE USUARIOS ........cooiieeeeereeieeeseeeee s 47
FIGURA 12 - TELA PARA RECUPERACAOQ DE SENHA .......oooiiieeeeeeeeeeeeeeeee s 48
FIGURA 13 - TELA PARA EDICAO DOS DADOS CADASTRAIS.......cccoovviireeieieeann. 48
FIGURA 14 - TELA INICIAL DO MODULO PROUJECT .....ovmieereeeseeieeeseseeeseseeseees s 49
FIGURA 15 - TELA PARA CRIACAO DE PROJETOS .....o.oovoiieeeeeieeeeeeseeesseseses s 50
FIGURA 16 — DETALHAMENTO DA LISTAGEM DE PROJETOS......cocoovviiieeeeeenn. 51
FIGURA 17 - TELA PARA GERENCIAMENTO DO COMPARTILHAMENTO DE UM
PROUETO ...ttt sss s ssss s sssssasssssssnssssssssss s sessssnens 52
FIGURA 18 - TELA LISTANDO OS PROJETOS COMPARTILHADOS COM O
USUARIO . ...ttt se s saa s s 53

FIGURA 19 - TELA LISTANDO DEMAIS USUARIOS COM ACESSO AO PROJETO 53
FIGURA 20 - TELA REFERENTE AO ENVIO DE ARQUIVOS FASTA E GENBANK.. 55
FIGURA 21 - DIAGRAMA DE FLUXO DO PROCESSO DE ENVIO E EXTRAGCAO DE

ARQUIVOS ... s 57
FIGURA 22 - LISTAGEM DE ARQUIVOS ENVIADOS (ASSEMBLIES)........ccccccvueuneee. 58
FIGURA 23 - DETALHAMENTO DA LISTAGEM DE ASSEMBLIES.........ccccooeiinnnnee. 58
FIGURA 24 - LISTAGEM DE CONTIGS OU SEQUENCE RECORDS EXISTENTES
NOS ARQUIVOS ENVIADOS ..o 59
FIGURA 25 - OPCOES PARA BUSCA AUTOMATICA POR ORFS........ccccovvvrrrrrnnane. 60
FIGURA 26 - METODOS DISPONIVEIS PARA BUSCA POR ORFS........ccccoovvnrrinnee. 60
FIGURA 27 - FLUXO DO PROCESSO DE BUSCA POR ORFS E TRNAS................... 61
FIGURA 28 - EIXO NOMINAL PARA VISUALIZAGAO DE GENOMAS..........cccoeunrennn. 62
FIGURA 29 - DISTRIBUICAO DE ORFS E TRNAS AO LONGO DO PADRAO DE
VISUALIZAGAOD. ...ttt sttt bttt ettt st ens 63
FIGURA 30 - VISUALIZAGAO DE UM CONTIG ..ot 64
FIGURA 31 - FILTROS PARA DESENHO DO GRAFICO CONTENDO ORFs e tRNAs
..................................................................................................................................................... 64
FIGURA 32 - GRAFICO DESENHADO APOS APLICAGAO DOS FILTROS................. 65
FIGURA 33 - INFORMAGCOES EXIBIDAS AO PASSAR O MOUSE POR CIMA DE
UMA ORF .o 66
FIGURA 34 - APLICACAO DE ZOOM PARA VISUALIZACAO DE UMA REGIAO
ESPECIFICA ..ottt 66

FIGURA 35 - FILTROS EXISTENTES PARA SEQUENCE RECORDS ..........cccccvunuee. 67



FIGURA 36 - VISUALIZAGAO DE GENES EM UM SEQUENCE RECORD.................. 68

FIGURA 37 - APLICACAO DE ZOOM EM UM SEQUENCE RECORD..........ccceconuen.... 68
FIGURA 38 - NAVEGACAO ENTRE TELAS DE VISUALIZACAO E ANOTACAO........ 70
FIGURA 39 - ALTERACOES EM UMA ORF APOS ANOTAGCAO. ..o 70
FIGURA 40 - UTILIZACAO DE COR PARA DIFERENCIACAO DE ELEMENTOS....... 71
FIGURA 41 - APLICACAO DE FILTRO PARA VISUALIZACAO DE ELEMENTOS
VALIDOS ..ottt et e et st e e s et es s e s eeeeesseseseeeeeaesaes et ssessesaseseaesaeeneaees 72
FIGURA 42 - PANORAMA GERAL DA TELA DE ANOTACAO ....c..oovvveeeeeeeeeeeeeene 73
FIGURA 43 - OPCOES PARA BLASTN E BLASTP....coovoieeieeeeeseeeese e 74
FIGURA 44 - EXEMPLO DE ENVIO PARA BLASTN....oviueeeeeeeseseeeesessessesseseeseeseenne 74
FIGURA 45 - TELA DE HISTORICO DE ANOTAGOES ... 75
FIGURA 46 - INFORMACOES DISPONIVEIS NO HISTORICO DE UM ITEM
ANOTADO ...ttt et e et e et e et et e et e ese e e s st seeseeeeeeeeseeeesesessseesaseseeneeseneaees 76
FIGURA 47 — MER ..ottt et esee s e e s esee e eses e ee et esseseessessesseeseeeeeeseene 78
FIGURA 48 — FLUXOGRAMA .....oo oot ee e et ees et seesee s eeseseesessssssessensssesessasenseaees 80

FIGURA 49 - VISUALIZAGAO DE TODOS OS GENES PREDITOS PELO GLIMMERS3
FIGURA 50 - DELIMITAGAO DE UMA AREA DE INTERESSE E APLICACAO DE

FIGURA 51 - CONTRASTE ENTRE ELEMENTOS ANOTADOS E ELEMENTOS
INVALIDOS. ..ottt 85



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - PERMISSAO E RESTRICOES DOS PAPEIS PARA USUARIO

DISPONIVEIS NO MODULO PROUJECT ...evteeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeesses e essessseeseenas 52
TABELA 2 - RESULTADOS DOS ARQUIVOS ENVIADOSPARA O CASO DE USO..82
TABELA 3 - CENARIOS DE TESTE DOS MODULOS LOGIN E PROJECT ................. 85



LISTA DE SIGLAS

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

DNA - Acido desoxirribonucleico

EMBL - European Molecular Biology Laboratory
ENA - European Nucleotide Archive

GAAT - Genome Assembly and Analysis Tool
GMOD - Generic Model Organism Database

INSDC - International Nucleotide Sequence Database Collaboration
MVC - Model View Controller

mRNA - RNA mensageiro

NCBI - National Center of Biotechnology Information
NGS - Next-Generation Sequencing

NIG - National Institute of Genetics

ORF - Open Reading Frame

rRNA - RNA ribossomal

SGBD - Sistema Gerenciador de Banco de Dados
tRNA - RNA de transcrigao

Ul - User Interface (Interface do Usuario)

VI - Visualizacdo da Informacéao

VM - Virtual Machine (Maquina Virtual)

Web GAAT - Web Genome Analysis and Annotation Tool



SUMARIO

T INTRODUGAO ... 14
L O 1= N 1 I AV 15
1.1.1 ODbJetivo Geral .....ooveeeii e 15
1.1.2 Objetivos ESPeCifiCOS ......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 15
1.2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO .......cocoiiiiieieeeeeen 16
1.3 ORGANIZACAQO DA DISSERTACAO ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
2 REVISAO DA LITERATURA ... 18
2.1 MONTAGEM E ANOTACAO DE GENOMAS........ccoceeeeeeieeeeeee e 18
2.2 FERRAMENTAS PARA ANOTACAOQO DE GENOMAS .........ccooceeveeeeennn. 21
A B O 1o o o =) 22
222 GLIMMER.. ... 22
2.2.3tRNASCAN-SE ......cooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
2. 2.4 BLAST .o 23
R B Y 1 (= o 0 U 24
2.3 APLICACOES SIMILARES AO WEB GAAT .....ooveveeeeeeeeeeeeeee e 26
2. 3. GA AT 26
PG T2 T =Y o N o o ]| o U 27
2.4 BANCO DE DADOS BIOLOGICOS ......cooeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
AT =1 1O S 1 T ]I I 1 T 29
2.6 APLICACOES WEB ..ottt 30
2.6.1 Estrutura de Aplicagles WED ... 31
2.6.2 Padrdes de Projeto .......coeviiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
2.6.2 1 MVC ... 33
2.6.2.2Banco de Dados ........coooi i 34
2.6.2.3 Frameworks e biblioteCas..........ccovviiiiiieiiiiieie e 35
2.7 VISUALIZACAO DA INFORMAGCAO ..o 36
3 MATERIAIS E METODOS ..ottt 39
3. VISA0 GEIaAl ... 39
3.2 AMBIENTE DE PRODUGAOQ .....coiieiieeceee et 41
3. 3ARQUITETURA . ... 42
3.4 DESENVOLVIMENTO......cciiii i, 45
4.1 LOGIN e 45
K e o] =Y o1 APPSR 49
3.4.3 ASSEMDIY ...t e e e eenaee 54

3.4.3.1 ENViO de MOoNtagens.........oooooiiiiii i 55



3.4.3.2 Busca automatica por ORFs, tRNAs e predigao de genes................... 59

3.4.3.3 Visualizagdo de dados sequenciados............ccuuivieveiiiiieeiiiie e 62
3.4.3.4 Anotacdo de dados sequencCiados ..........ooeevvuuiiiiieeeeeeeeiieee e 69
3.4.3.5BLASTN € BLASTP ..., 74
3.4.3.6 Historico de atualizagdes............ooovvniiiiiiiiiieec e 75
3.5 DOCUMENTACAO ..ottt 76
3.5.1 Disponibilizagdo € INStalagao .............ovveviiiiiiiiii e 76
BB.2MER .. 77
3.5.3 FIUXOQrama ......ccoooeeeeeeeeeeeeeeee 79
4 EXPERIMENTOS PRATICOS E RESULTADOS ......cooveeieeeeeee e 81
4.1 ENVIO DE ARQUIVOS ...ttt 81
4.2 VISUALIZACAO E ANOTACAO ........oooieeeee et 82
4.3 CRIACAO DE USUARIOS E PROJETOS......cooieeeeeceeee et 85
5 CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS .......ooooveieiieccececece e, 87

REFERENCIAS ..ottt ean e, 89



14

1 INTRODUGAO

A grande quantidade de dados gendmicos, obtidos através de
sequenciadores automaticos de DNA de nova geragédo (NGS, do inglés Next-
Generation Sequencing), tem permitido aos pesquisadores estudar sistemas
biolégicos em um nivel nunca antes possivel. Embora existam diversas
ferramentas disponiveis para auxiliar o complexo processo de analise e
anotacao destes dados, o vasto e variado volume de informagéo tem sido um
fator limitante em inumeros estudos (THORVALDSDOTTIT et al., 2013). Para
minimizar essa limitacdo, diversos programas de computador foram
desenvolvidos, porém fatores como dependéncia de sistema operacional ou de
determinada tecnologia, falta de uma interface grafica amigavel acabam, muitas
vezes, comprometendo o desempenho de uma pesquisa. Os programas de
computador utilizados precisam fornecer, ndo somente um processamento de
dados eficiente, mas também, interfaces graficas intuitivas com uma visualizagéo
da informacdo (VI) que permita ao pesquisador explorar e interagir com a
diversidade de dados biolégicos existentes com maior facilidade, objetivando-se
puramente a pesquisa.

Por séculos a visualizagdo da informacédo tem auxiliado o homem a
compreender com maior facilidade dados dos mais variados tipos (CARD et al,
1999). No campo da gendmica, técnicas de VI, baseadas nos limites de visédo e
percepcdo humana, sao indispensaveis para a visualizagdo de grandes
conjuntos de dados, pois possibilitam interagdo e entendimento de informagdes
em tarefas que seriam praticamente impossiveis de serem realizadas a olho nu
(TAO et al., 2004).

Neste cenario, explorando diferentes programas para analise e anotagao
de dados gendbmicos, com os diferentes tipos de resultados originados por estes
programas, foi identificada uma oportunidade para desenvolvimento de um
software Web que reuna os principais recursos necessarios para analise e
anotacao de dados sequenciados, fornecendo uma interface grafica unica para
visualizagao da informagao e interagao, possibilitando maior eficiéncia no estudo
de dados sequenciados.

Nomeado Web GAAT, um acrénimo para Genome Analysis and

Annotation Tool (Ferramenta para Analise e Anotagao de Genomas), precedida
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pelo termo Web por se tratar de um software Web, o presente trabalho busca a
disponibilizagao de uma plataforma que reuna em uma interface unica recursos
para visualizagdo e anotacdo de genomas de procariotos, como a identificagéo
automatica de ORFs, sequéncias de DNA que podem codificar proteinas, a
possibilidade de anotar dados sobre estas ORFs, a visualizagao e interagdo com
genomas parciais ou completos utilizando técnicas de VI, e o compartilhamento
de projetos entre pesquisadores a fim de dividir o esforgo durante o processo de
analise e anotacao.

O trabalho propde também que a plataforma possibilite a adicao de novos
recursos, bem como facil atualizagao ou remogao de funcionalidades existentes.
Desta forma, novas ferramentas podem ser integradas, aumentando a vida util
do programa.

Por fim, o resultado deste trabalho busca a disponibilizacdo de uma nova
ferramenta que substitua o programa homoénimo GAAT (Genome Assembly and
Analysis Tool), desenvolvido e mantido pelo Laboratério de Bioinformatica do
Nucleo da Fixagao Biolégica de Nitrogénio da UFPR (TIEPPO, 2011).

1.1 OBJETIVOS

Esta secdo apresenta os objetivos, tanto geral como especificos, do
projeto, buscando estabelecer o0 que se espera conquistar com o

desenvolvimento do mesmo.

1.1.1 Objetivo Geral

O trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma plataforma Web
capaz que possibilite ao usuario visualizar, interagir e anotar dados genémicos

sequenciados.

1.1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram baseados no conjunto de funcionalidades
que o programa atende:

a) ldentificagdo automatica de ORFs, tRNAs e predigdo de genes;
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b) Possibilidade de realizar anotag&o sobre dados obtidos;

c) Conversao automatica de sequéncias de nucleotideos em sequéncia
de proteinas;

d) Possibilidade de envio de sequéncias para Web BLASTN e Web
BLASTP;

e) Visualizagdo de genomas parciais e completos;

f) Possibilidade de criacdo de projetos individuais;

g) Possibilidade de compartiihamento de projetos para que mais de um
pesquisador tenha acesso aos dados;

h) Armazenamento de histérico sobre dados anotados;

i) Arquitetura flexivel para adicdo de novas funcionalidades;

j) Caodigo de facil atualizagdo e manutengéo.

k) Substituicdo do programa homdnimo GAAT.

1.2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

A quantidade de dados genbmicos obtidos através dos NGS,
sequenciadores automaticos de DNA de nova geragdo, trouxe consigo a
demanda por programas de computador eficientes, capazes de lidar com o vasto
volume de informacgao, auxiliando os pesquisadores nas diversas atividades do
estudo de genomas.

Embora inumeros programas de computador, como o GLIMMER
(SALZBERG et al., 1998), programa destinado a predigdo de genes, Artemis
(RUTHERFORD et al., 2000; SANGER, 2014) amplamente utilizado para
visualizacdo de sequencias e BLAST (ALTSCHUL et al, 1990; NCBI, 2016),
destinado a comparagao genémica, tenham sido desenvolvidos com o objetivo
de melhorar os avancos no estudo destes dados, a utilizagcdo destes pode ser
trabalhosa. Dependéncias de sistema operacional ou de outros recursos,
algumas vezes nao familiares aos pesquisadores e diferentes interfaces podem
reduzir a produtividade, comprometendo os resultados.

Neste cenario, é relevante o desenvolvimento do Web GAAT, uma vez
que o programa visa integrar os principais recursos para analise e anotagao de
genomas em uma interface unica e on-line, dispensando a necessidade de

instalagdo de diferentes programas e possibilitando ainda o trabalho
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colaborativo, para que mais de um pesquisador possa trabalhar no mesmo

conjunto de informacdes.

1.3 ORGANIZAGAO DA DISSERTAGCAO

Os proximos capitulos deste documento tém o objetivo de apresentar o
desenvolvimento deste trabalho. Este documento esta dividido da seguinte
forma, o Capitulo 2 apresenta uma revisdo bibliografica que visa auxiliar no
entendimento dos principais conceitos e tecnologias que fundamentaram este
trabalho. O Capitulo 3, por sua vez, apresenta a metodologia utilizada para o
desenvolvimento do Web GAAT e seus recursos. O Capitulo 4 apresenta os
testes e experimentos praticos executados, bem como os resultados obtidos. Por
fim, o Capitulo 5 conclui o trabalho e apresenta as possibilidades para

desenvolvimento futuro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo destina-se a apresentar conceitos importantes e fornecer
fundamentagéo tedrica para um melhor entendimento do trabalho.

Inicialmente sdo apresentados os conceitos em torno da analise e
anotagao de genomas, justificando sua importancia. Em seguida sao relatados
os principais trabalhos relacionados. Ao final é apresentada uma visdo geral
sobre as principais tecnologias envolvidas no desenvolvimento de sistemas para
Web.

2.1 MONTAGEM E ANOTAGCAO DE GENOMAS

Com o advento dos sequenciadores automaticos de DNA de nova
geracao, conhecidos como NGS, a quantidade de dados gendmicos obtidos
possibilitou o estudo de sistemas biologicos em niveis até entdo inéditos
(THORVALDSDOTTIT et al., 2013). Significativamente mais baratos, mais
rapidos e mais precisos, os NGS possibilitam obter sequéncias a partir de
apenas uma amostra de DNA, enquanto que para o método de Sanger, para a
construgcédo de uma sequéncia de 100 pares de base (bp), centenas de copias da
mesma amostra sdo necessarias (EBI, 2012).

Nos dois cenarios 0 sequenciamento € realizado de maneira aleatoria e
programas computacionais sao utilizados para fazer a sobreposicdo de
sequéncias (reads) em um processo chamado de montagem (assembly) com o
objetivo de obter uma sequéncia de bases contiguas (contigs) (ZAHA et al.,
2014).

Cardoso (2015) explica que os programas computacionais utilizados na
montagem de genomas assumem que pares de reads com regides sobrepostas
ocorrem em uma mesma regiao do genoma, podendo assim ser utilizados para
estender sua sequéncia de bases.

Conforme observado na Figura 1, reads com sobreposicao sao unidos em
contigs que, por sua vez, existindo pareamento, podem ser ordenados em
scaffolds. As sequencias ausentes é atribuido o nome de gap (CARDOSO,
2015).
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FIGURA 1 - SOBREPOSIGAO DE SEQUENCIA DE BASES

Reads

ACGTAGCTAGTA
TAGTATGATGTT GGGGCCTACGTT
GATGTTAGTTTG CTACGTTTCCTT
AGTTTGCATGAT TTTCCTTAGCTA
CATGATGTTAGT TAGCTAGCTATTT
ATGTTAGTTTGCA GCTATTTTCCC

ACGTAGCTAGTATGATGTTAGTTTGCATGATGTTAGTTTGCA SGGGCCTACGTTTCCTTAGCTAGCTATTTITCCC

Contig1 W Contig2

Gap
ACGTAGCTAGTATGATGTTAGTTTGCATGATGTTAGTTTGCANNNNNNNNNNNNNGGGGCCTACGTTTCCTTAGCTAGCTATTTTCCC

Scaffold

FONTE: Cardoso, 2015.

Apos a montagem de um genoma, € realizada a anotagéo, processo que
consiste na atribuicdo de um significado biolégico as sequencias gendémicas
(ZAHA et al., 2014). A identificacao e a caracterizacao destas regides funcionais,
0 que pode incluir genes, promotores, terminadores, dentre outras, sendo estas
usualmente denominadas features, pode ser realizada através de dados
experimentais, como o alinhamento de sequéncias de transcritos ou proteinas,
ou com base em ferramentas automatizadas de predicdo (KREMER; PINTO,
2016).

A utilizacdo de ferramentas automatizadas de predigao pode ainda ser
comparada com a definicdo de (KOONIN; GALPERIN, 2003), na qual o processo
de anotacéo € um subcampo da analise geral de genomas e qualquer tratamento
de sequéncias gendémicas pode ser realizado por meios computacionais.

A identificacdo de regides funcionais de um genoma varia de acordo com
o organismo estudado. Em procariotos, a por¢ao codificante do gene é contida
em uma unica regido. No caso de eucariotos, a presenca de sequéncias
intervenientes denominadas infrons, interrompe a regiao transcrita do gene e a
divide em varios segmentos, denominados exons (ZAHA et al., 2014). Essas
diferengas podem ser observadas na Figura 2, na qual é possivel observar que
genes procariotos possuem estrutura mais simples, uma vez que nao possuem

regides intermediarias (introns) entre regides codificantes (exons).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA GENICA DE PROCARIOTOS E EUCARIOTOS
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A identificacdo de infrons dentro de uma sequéncia génica é
extremamente complexa e, embora existam padrdes de sequéncia que indicam
a presencga de uma juncado entre exons e introns, estas podem variar. Desta
forma, a utilizagao de ferramentas computacionais de predicdo em eucariotos é
geralmente acompanhada do uso de dados experimentais (KREMER; PINTO,
2016).

Em procariotos, por outro lado, a auséncia de introns possibilita que
programas computacionais identifiquem cdédons de iniciacdo de proteinas
(trincas de nucleotideos geralmente iniciando com ATG) e cédons de terminagao
na mesma fase de leitura (ZAHA et al., 2014).

ApOs a obtencgao de sequéncias na fase de montagem ocorre a predi¢cao
de genes, onde o programa de computador comumente mais utilizado para a
identificacdo de regides codificantes, em procariotos, é o GLIMMER, do inglés
“Gene Locator and Interpolated Markov Modeler” (CARDOSO, 2015). O
programa caracteriza-se por utilizar um conjunto de sequéncias de referéncia
para treinar um modelo de predicdo que pode entéo ser utilizado para encontrar
genes em meio ao genoma estudado (SALZBERG et al, 1998).

No caso de eucariotos, por serem mais complexos, muitas vezes sao
utilizados dados experimentais para suportar os modelos preditos
computacionalmente.

Ocorre também na fase de predicdo a busca por ORFs, do inglés Open

Reading Frame, que consistem em sequéncias ininterruptas de coédons que
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potencialmente podem codificar uma proteina. Estas sdo usadas como evidéncia
para auxiliar na predicao de genes e se caracterizam por iniciar a partir de um
cédon de inicio e terminar em um cédon de finalizacdo (NCBI, 2016). O ORF
Finder (NCBI, 2016) é um dos programas utilizados com esta finalidade.

O préximo passo no processo de anotagdo, apds a predicdo de genes,
consiste em atribuir fungdes as proteinas obtidas. Para isso sao usadas
ferramentas de alinhamento, como o BLAST (ALTSCHUL et al, 1990; NCBI,
2016), do inglés “Basic Local Alignment Search Tool”’, que busca por proteinas
similares a proteina de interesse em bancos de dados biologicos. O processo
também é realizado a fim de eliminar falsas ORFs (STEIN, 2001; YANDELL &
ENCE, 2012; CARDOSO, 2015).

Enquanto o processo de anotagcdo visa principalmente a predicdo de
regides codificadoras de proteinas, programas especificos podem ser utilizados
para encontrar outros elementos presentes na sequéncia, como € o caso do
tRNA-scan SE, utilizado para predicdo de RNAs transportadores (tRNAs)
(CARDOSO, 2015; KREMER & PINTO, 2016).

Por fim, uma vez que os elementos existentes no genoma sé&o
identificados, os dados anotados podem ser disponibilizados publicamente em
bancos de dados biologicos, fornecendo um recurso essencial para outros
projetos de anotagcdo de genomas, constituindo as operagdes do dia-a-dia da
biologia molecular (YANDELL & ENCE, 2012).

2.2 FERRAMENTAS PARA ANOTAGAO DE GENOMAS

Esta sessdao tem como objetivo analisar mais especificamente os
programas computacionais relatados no capitulo anterior a fim de identificar
quais podem ser integrados ao Web GAAT e disponibilizados em uma mesma
interface para utilizagao, conforme proposta da plataforma.

Os seguintes critérios foram utilizados durante a analise:

¢ Funcionalidade: A que o programa se destina;

e Formato de entrada: Como as sequéncias gendmicas podem ser lidas

pelos programas;

e Formato de saida de dados: Como sdo gerados os resultados do

programa;
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e Possibilidade de integragao: Se o programa pode ser ou nao integrado
em sistemas Web.

A seguir estao descritos os softwares analisados.

2.2.1 ORF Finder

O ORF Finder (Open Reading Frame Finder), € uma ferramenta on-line
de analise grafica que possibilita a busca por ORFs em cada uma das seis fases
de leitura de uma sequéncia de DNA (NCBI, 2016).

Apos informada uma sequéncia no formato FASTA, o programa exibe as
ORFs encontradas, seu tamanho, sua respectiva sequéncia de proteinas e
possibilita ainda que sejam validadas, a partir do envio das mesmas para os
programas SMART BLAST ou BLASTP, onde podem ser comparadas com
outras sequéncias.

Uma vez que a utilizagao on-line do ORF Finder € limitada a arquivos com
no maximo 50kb, & possivel instalar e utilizar a ferramenta localmente em
maquinas Linux de 64 bits. Embora exista essa possibilidade, ndo € possivel
integra-la com outros programas, pois a utilizagao se limita a interface do proprio

programa.

2.2.2 GLIMMER

GLIMMER, do inglés “Gene Locator and Interpolated Markov Modeler’, é
um programa destinado a predig¢ao de genes. O programa utiliza um conjunto de
sequéncias de referéncia para treinar um modelo de predi¢cédo (que sdo padrdes
obtidos através do modelo oculto de Markov) e entdo esse modelo é aplicado a
uma sequéncia informada pelo usuario a partir de um arquivo no formato FASTA
(SALZBERG et al, 1998).

Diferente do ORF Finder, ndo possui interface grafica para utilizagao,
sendo executado por linhas de comando, mas seus resultados s&o gerados em
arquivos de texto, podendo estes serem utilizados por outros programas a partir
da criacdo de interpretadores (parsers) para extrair os dados presentes nos

arquivos gerados pelo programa.
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2.2.3 tRNAscan-SE

O tRNAscan-SE é um programa escrito em Perl utilizado para encontrar
tRNAs em sequéncias de DNA. Combinando trés métodos de pesquisa, o
programa possui um indice de acerto entre 99 e 100%, resultando menos de um
falso-positivo por quinze bilhées de nucleotideos analisados em uma sequéncia
(LOWE; EDDY, 1997).

Tendo como entrada uma sequéncia no formato Fasta, o programa é
executado através de linhas de comando, ou seja, ndo possui interface grafica
para interagcao dos usuarios. Também dispensa instalacdo, sendo necessario
apenas que o computador onde o programa sera disponibilizado tenha suporte
a execucao de scripts em Perl.

Como os resultados gerados pelo programa sao arquivos de texto, a
integracdo com outros softwares € possivel a partir da utilizacdo de parsers para

a extracao dos dados presentes nestes arquivos.

2.2.4 BLAST

O BLAST, um acrénimo para Basic Local Alignment Search Tool, € uma
ferramenta utilizada para comparacdo de similaridade entre sequéncias. O
programa compara sequéncias locais de nucleotideos ou proteinas com dados
armazenados em bancos de dados bioldgicos e calcula a significancia estatistica
dos resultados. Pode ser utilizado para inferir relagées funcionais e evolutivas
entre sequéncias, bem como ajudar a identificar os membros de familias de
genes (ALTSCHUL, 1990; NCBI, 2016).

Principalmente utilizado a partir de seu site, com uma interface Web,
possibilita que o usuario escolha as seguintes opgbdes para comparagdo de
sequéncias:

e BLASTN: Opgdo para comparagdo entre uma sequéncia de

nucleotideos e uma base de nucleotideos;

e BLASTP: Opc¢ao para comparagao entre uma sequéncia de proteinas

e uma base de proteinas;
e BLASTX: Opgéao para comparagao com uma base de proteinas a partir

de uma sequéncia de nucleotideos traduzida;
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e TBLASTN: Opcéao para comparacao entre uma sequéncia de proteinas
e uma base traduzida de nucleotideos;

e TBLASTX: Opcéao para comparagao entre uma sequéncia traduzida de

nucleotideos e uma base traduzida de nucleotideos.

Para utilizacdo deve-se informar uma sequéncia no formato FASTA ou um
codigo, chamado de Accession Number, ou numero de acesso, que € um
identificador unico atribuido para uma sequéncia de DNA ou sequéncia de
proteinas a fim de diferencia-los.

Os resultados regrados pelo programa séo apresentados em sua propria
interface, mas podem ser baixados em formatos mais simples, podendo ser
interpretados por outros programas, possibilitando integragao.

O BLAST também pode ser instalado localmente, possibilitando
comparagdes com bases de dados locais ou com as bases padrao de pesquisa
disponibilizadas pelo programa. Neste caso ndo ha interface, a execugéo do
programa € realizada a partir de linhas de comando e os resultados obtidos sao

gravados em arquivos de texto.

2.2.5 Artemis

O programa Artemis é uma ferramenta para visualizagdo de sequéncias
(genome browser) e anotagéo que possibilita que quaisquer dados provenientes
de analise sejam visualizados no contexto da sequéncia, em seus seis frames
de leitura. Especialmente util para genomas compactos de bactérias, arqueia ou
eucariotos menores, pode ser utilizado para visualizagao de pequenos genes ou
genomas completos. Sendo um programa especifico para visualizagdo e
anotacao de dados gendémicos, nao realiza tarefas como predicado de genes ou
busca por ORFs (RUTHERFORD et al., 2000; SANGER, 2014).

Para a visualizagao de dados, o Artemis desenha um grafico da sequéncia
levando em consideragao o tamanho do genoma, tamanho e posi¢cao de cada
feature, possibilitando a utilizagdo de zoom para analise de regides especificas.
Também sdo exibidas propriedades da sequéncia como conteudo G+C,
propor¢cao G/C, e conteudo G+C especifico de um frame. As informacgdes
exibidas sdo extraidas de arquivos no formato EMBL e GenBank. A interface do

programa pode ser visualizada na Figura 3.
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FIGURA 3 - INTERFACE DO PROGRAMA ARTEMIS
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E possivel observar na imagem, em A1, o grafico de conteido G+C de um
frame em especifico. Em A2 estéo os seis frames de leitura, nos quais as barras
verticais pretas representam codons de término e as barras horizontais coloridas
as features. Em A3 estdo os mesmos frames exibidos a nivel de nucleotideo,
tendo logo abaixo a descricdo de cada feature, com sua respectiva posicao e
descricdo. Em B estd um panorama geral da sequéncia, exibindo dados
estatisticos como numero de bases, densidade, tamanho médio dos genes,
dentre outros. Em C é possivel observar um grafico de propriedades de uma
regido codificante. Em D esta a caixa para edicao dos qualifiers.

Com relacao a anotacdo, o programa possibilita que features presentes
nas sequéncias sejam anotadas ou modificadas. E possivel atribuir diversas
propriedades pré-definidas ou customizadas para cada elemento. Os dados
anotados podem ser salvos no proprio arquivo ou em arquivos diferentes,
conforme desejo do usuario. Também €& possivel enviar as features para o
programa BLAST e visualizar os dados na prépria interface do Artemis.

O Artemis esta disponivel para os sistemas operacionais Linux, MacOS e

Windows, desde que estes possuam o Java instalado. Também & possivel
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executar o programa através de um Web applet, ou seja, utilizar o programa
diretamente de um servidor como se ele estivesse instalado na maquina do
usuario.

N&do é possivel integrar o Artemis a outras ferramentas, conforme
(RUTHERFORD et al., 2000), dados originados por softwares externos podem
ser visualizados e anotados no programa desde que estejam nos formatos de

arquivo aceitos.

2.3 APLICAGOES SIMILARES AO WEB GAAT

Esta sessdo tem como objetivo analisar programas com propdsitos
similares ao Web GAAT afim de identificar pontos positivos e negativos da

ferramenta frente a outros recursos disponiveis.

2.3.1 GAAT

GAAT (Genome Assembly and Analysis Tool) € uma ferramenta de
anotagao automatica de genomas desenvolvida no Laboratério de Bioinformatica
do Nucleo da Fixacgao Bioldgica de Nitrogénio da UFPR para anotagao e revisao
de genomas (TIEPPO, 2011).

Embora seja uma aplicagdo Web, é necessario instalar o GAAT em cada
computador em que o programa sera utilizado. Tal necessidade faz com que
cada maquina seja também um servidor Web, caracteristica que requer
configuracbes de hardware mais altas em relagdo a computadores
convencionais, além de um conhecimento técnico bastante especifico para
configuracao e disponibilizacao.

Pisa (2008) destaca as caracteristicas do programa em sua ultima
atualizacgao:

e Identificacdo automatica de ORFs obtidas a partir do envio de
sequéncias no formato FASTA utilizando o programa Glimmer.

e Identificacdo de sequéncias de ligagao de ribossomo (RBS) em
cada OREF, utilizando o programa RBSfinder.

¢ Identificacdo de sequéncias de RNA transportadores, utilizando o

programa tRNAscanSE.
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e Busca por similaridade nas sequéncias contidas na base de dados
do NCBI através do programa BLAST.

As funcionalidades descritas acima sao possiveis pela integragao dos
programas mencionados por meio de scripts que sao executados
automaticamente no servidor a partir de a¢gdes realizadas na interface de usuario.

Em comparagdo com o GAAT nota-se bastante semelhanga com os
objetivos propostos neste trabalho, pois, é também objetivo desenvolver uma
ferramenta com potencial para substituir o programa.

Questdes como a necessidade de instalagdo do GAAT em cada
computador onde sera utilizado bem com a impossibilidade de divisdo de
atividades sao tratadas pelo Web GAAT, facilitando sua utilizagao.

Outra possibilidade identificada ao analisar o programa GAAT foi a de
adaptacao de seus scripts para tratamento de arquivos FASTA e integragdo com
os programas Glimmer e tRNAscanSE para atender as necessidades e objetivos
do Web GAAT.

2.3.2 Web Apollo

Integrante do acervo de aplicagdes disponibilizadas pelo GMOD (Generic
Model Organism Database), o Web Apollo € uma ferramenta web para
visualizacdo, edicdo e anotacdo de genes, a primeira aplicagao deste tipo a
possibilitar anotagdes colaborativas em tempo real (Lee et al, 2013).

Desenhada e distribuida com foco em trabalho comunitario, onde
pesquisadores podem estar distribuidos em regides diferentes (GMOD, 2016), o
programa possui em sua gama de recursos:

e Histdérico com rastreamento dos dados anotados, compreendendo
navegacao por versdes anteriores de uma anotagao, possibilidade
de edicao e opgoes para desfazer ou refazer dados alterados.

e Atualizagdo em tempo real, as edigdes em um cliente (computador)
séo disponibilizadas automaticamente para outros clientes.

e Gerenciamento de usuarios, compreendendo autenticacdo e

permissdes de acesso e edi¢do das sequéncias.
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e Processo de curadoria em dois estagios, anotagbes podem ser
realizadas em uma area de trabalho temporaria e posteriormente
publicadas em um banco de dados.

e Carregamento de dados diretamente a partir de arquivos GFF3,
BigWig e BAM armazenados em um servidor ou no computador do
usuario.

e Exportacido dos dados anotados para arquivos GFF3 ou FASTA.

Assim como proposto pelo Web GAAT, o Web Apollo possui arquitetura
modularizada. As interagdes do usuario sdo mediadas pelo JBrowse (SKINNER
et al., 2009), um software Web para visualizagdo de genomas, também
integrante do GMOD. Todas as interagdes que ocorrem na interface do usuario
(Ul) sdo capturadas e tratadas pelo Web Apollo, o qual utiliza médulos de
anotacdo hospedados no servidor para dinamicamente processar os dados
recebidos e devolver para o usuario o resultado destas agoes.

Em comparagdo com o Web GAAT, nota-se grande semelhanga entre
recursos propostos por este trabalho e os recursos existentes no Web Apollo em
trés pontos:

1. Gerenciamento de usuarios, provendo autenticacdo no sistema e
autorizacao de acesso a dados para anotacéao.

2. Possibilidade de visualizacdo de versdes anteriores de uma
anotacao para uma possivel reversao de dados anotados.

3. Possibilidade de atividade colaborativa.

O Web Apollo possui como diferenciais o tratamento de arquivos GF#,
BigWig e BAM, a atualizacdo em tempo real e o processo de curadoria em dois
estagios. Ja o Web GAAT possui como diferenciais a possibilidade de
identificacdo automatica de ORFs, tRNAs e predigdo de genes, a conversao
automatica de sequéncias de nucleotideos em sequéncia de proteinas, a
possibilidade de envio de sequéncias para BLASTN e BLASTP. Tais
caracteristicas posicionam a ferramenta proposta como uma alternativa
consideravel tendo em vista as facilidades oferecidas pela automacao das

tarefas mencionadas.
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2.4 BANCO DE DADOS BIOLOGICOS

Bancos de dados biolégicos sao cole¢des organizadas de informagdes
sobre organismos, recolhidas a partir de experiéncias cientificas, literatura
publicada, tecnologia experimental e analise computacional (ATTWOOQOD et al,
2011).

Para Baxevanis (2009), estes bancos desempenham um papel central na
bioinformatica, oferecendo aos cientistas a oportunidade de acessar uma grande
variedade de dados biologicamente relevantes, incluindo as sequéncias
gendmicas de uma gama cada vez mais ampla de organismos.

Andreatta (2013) relata que é possivel considerar seguintes bancos de
dados biolégicos como os principais:

e GenBank: Mantido pelo NCBI (National Center for Biotechnology
Information), € um banco de dados publico de sequéncias de
nucleotideos e anotagéo para apoio bibliografico e bioldgico;

e EMBL-ENA: O European Nucleotide Archive (ENA), pertence ao
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) € o banco europeu de
sequéncias de nucleotideos;

e« DDBJ: Mantido pelo National Institute of Genetics (NIG), o DNA Data
Bank of Japan (DDBJ) € o banco de sequéncias de nucleotideos da
Asia.

Estes trés bancos formam o INSDC, International Nucleotide Sequence
Database Collaboration e possuem rotinas diarias para sincronizacao de seus
acervos dividindo as informagdes a mantendo-se atualizados. (ANDREATTA,
2013).

2.5 BIO* TOOLKITS

Durante a etapa de pesquisa de tecnologias para desenvolvimento do Web
GAAT, foi possivel encontrar diversos recursos uteis para a criacdo de
aplicagdes relacionadas a anotagdo de genomas. Chamados de Bio* Toolkits
(MANGALAN et al, 2002), estes recursos reunem funcionalidades essenciais,

como:
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e Interpretadores (parsers) de arquivos Fasta e GenBank, muito uteis
para manipular os dados presentes nestes arquivos;

e Comparadores de sequéncia, recurso importante para identificar
similaridade entre organismos;

e Dicionarios, uteis para converter sequéncias de nucleotideos em
aminoacidos;

e Acesso a sequéncias de nucleotideos a partir de bases de dados locais
e remotas.

Segundo (MANGALAN, 2002), os principais Bio* Toolkits disponiveis séo:

e BioPerl: E o pioneiro, escrito em Perl, foi utilizado no projeto de
sequenciamento do genoma humano. E um projeto open source
apoiado pela Open Bioinformatics Foundation;

e BioPython: Também é um projeto open source e apoiado pela Open
Bioinformatics Foundation;

e BioJdava: Assim como BioPerl e BioPython, € um projeto open source,
mas escrito em Java, linguagem de programacéo proprietaria da
empresa Oracle.

Ainda segundo (MANGALAN, 2002), os trés Bio*Toolkits apresentam as
mesmas possibilidades de utilizagdo. Desta forma, a escolha por um deles deve
ser mediada por outros fatores englobando o desenvolvimento de um projeto de
software, como conhecimento dos envolvidos sobre as linguagens de
programacao, infraestrutura e possibilidade de integragdo com outros recursos.

Para o Web GAAT, devido ao ambiente de producédo onde a plataforma
foi disponibilizada, os Bio*Toolkits BioPerl e BioPython foram configurados para

uso.

2.6 APLICAGOES WEB

Segundo NATIONS (2016) em computagao, aplicagdo Web designa, de
forma geral, sistemas de informatica projetados para utilizacdo a partir de um
navegador (browser) ou aplicativos desenvolvidos utilizando tecnologias Web.

Nos topicos a seguir sao apresentados os elementos envolvidos no
processo de desenvolvimento de softwares para Web, bem como os conceitos

que envolvem a criacao destas aplicagdes. Inicialmente apresenta-se a estrutura
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de uma aplicagdo Web e o modelo MVC, amplamente utilizado, em seguida sdo
apresentadas tecnologias e metodologias relacionadas ao desenvolvimento do

trabalho.
2.6.1 Estrutura de Aplicagc6es Web

Em termos estruturais, as aplicagbes Web sao geralmente divididas em
blocos légicos chamados tiers, sendo que para cada camada € atribuido um
papel especifico (PETERSEN, 2008). Ainda de acordo com (PETERSEN, 2009),
a estrutura mais comum € a de trés camadas de aplicacéao:

e Camada de apresentagao (client tier);
e Camada de aplicagao (business logic tier);
e Camada de armazenamento (database tier).

Seguindo essa abordagem é possivel concluir que o navegador é a
primeira camada (apresentagcdo), na qual os dados sdo apresentados para
interagéo entre usuario e sistema. Na camada de aplicagdo, segunda camada, o
sistema realiza o controle da aplicagdo utilizando alguma linguagem de
programacao. Por fim, o terceiro nivel armazena os dados relativos ao uso do
sistema. O fluxo de comunicagao entre as trés camadas pode ser observado na

Figura 4.

FIGURA 4 - FLUXO DE COMUNICAGAO ENTRE AS TRES CAMADAS DE APLICACAO
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Conforme observado na Figura 4, o modelo MVC ¢é distribuido em trés

niveis ou camadas: Database Tier (armazenamento), Business Logic Tier
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(aplicacéo) e Client Tier (apresentacdo). Na camada de apresentagdo sao
realizadas as interagdes do usuario com o sistema. Estas interacdes sao tratadas
pela camada de aplicagdo que, por sua vez, se comunica com a camada de
armazenamento e devolve para o nivel de apresentacao as informacgdes relativas
ao uso do sistema.

A divisao estrutural de uma aplicagao Web em trés camadas assemelha-
se ao padrao de projeto Model View Controller, comumente chamado apenas de
MVC.

Tanto a definigdo de padrdes de projeto quanto a definicdo de MVC sé&o

abordados a sequir.

2.6.2 Padroes de projeto

Padrdes de projeto, do inglés design patterns, € uma solugao geral para
um problema que ocorre com frequéncia dentro de um determinado contexto no
projeto de um software (GAMMA et al, 1995). Um padrao de projeto ndo é um
projeto finalizado, que pode ser transformado automaticamente em um software
com uma funcionalidade especifica, ele € uma descricdo, um guia de melhores
praticas formalizadas para o desenvolvimento de uma aplicacao.

Ainda segundo (GAMMA et al, 1995), um padrao possui quatro elementos
essenciais:

e O nome, que pode ser usado para descrever um padréao de projeto;

e Um problema ou cenario, que descreve quando aplicar o padrao;

e A solucdo, que informa os elementos que compde o padrdo, quando
aplica-los, seus relacionamentos, responsabilidades e colaboracoes;

e As consequéncias, que sao resultados e vantagens e desvantagens de
se aplicar um determinado padréao.

Os padrbes de projeto visam facilitar a reutilizagdo de solugdes
comprovadas na fase de planejamento de um determinado software,
estabelecendo um vocabulario comum para desenho, facilitando comunicacéao e
documentagéo dos projetos. (GAMMA et al, 1995).

Em projetos de softwares para Web, o padrao MVC é o mais utilizado por

ser semelhante a estrutura de aplicagdes para Internet.
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2.6.2.1 MVC

Apesar de ter sido desenvolvido originalmente para computacéo pessoal,
o MVC foi amplamente adaptado como uma arquitetura para aplicacbes Web
(LEFF; RAYFIELD, 2001).

Conforme (GAMMA et al, 1995), o MVC é um padréao de projeto, composto
por trés camadas ou objetos: Model, View e Controller, os quais permitem dividir
as funcionalidades do sistema em diferentes camadas com responsabilidades
distintas para aumentar a flexibilidade, manutengéo e reutilizagao daquilo que foi
produzido.

As responsabilidades de cada camada estado descritas a seguir:

a) Model: Responsavel por representar as informagdes presentes no
software. Geralmente utiliza banco de dados para armazenamento e
consulta de informagdes;

b) View: Responsavel por apresentar as informag¢des aos usuarios finais,
geralmente por meio de navegadores Web;

c) Controller. Responsavel por controlar o fluxo das informacdes do sistema
conforme dados exibidos e interagdes do usuario.

Na Figura 5 podemos observar o fluxo de comunicagéo entre as camadas.
Nota-se a semelhanca do padrao MVC com a estrutura de desenvolvimento de
softwares para Web. Tanto o modelo proposto pelo padrao de projeto, quanto a
definigdo estrutural, dividem uma aplicagdo em trés camadas: uma camada
responsavel por apresentar as informagdes ao usuario, uma camada
responsavel por armazenar essas informacdes e outra responsavel por controlar

o fluxo de interacao entre as partes.

FIGURA 5 - PADRAO DE PROJETO MVC

Controller
o'('

FONTE: HARVARD, 2010.
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A divisdo de uma aplicagdo Web em camadas é bastante util em situacdes
nas quais equipes diferentes trabalham no desenvolvimento do software, pois,
possibilita que cada camada seja desenvolvida separadamente. Também é
bastante util quando deseja-se atualizar apenas partes da aplicagdo. O modelo
MVC permite que as camadas recebam atualizacdes separadamente, desde que
nao impactem nas demais (LEFF; RAYFIELD, 2001).

2.6.2.2 Banco de Dados

Tanto na estrutura de desenvolvimento de softwares para Web como no
padrao de projeto MVC, uma camada é responsavel pelo armazenamento de
informagdes. Este armazenamento pode ser feito de varias maneiras, na
memoria do computador, em arquivos e também em programas especificos para
essa finalidade, como os bancos de dados.

Silberschatz et al (2006) definem banco de dados como coleg¢des
organizadas de dados inter-relacionados comumente operados por um sistema
de gerenciamento de banco de dados (SGBD) a fim de fornecer métodos para
recuperar informag¢des de maneira tanto conveniente quanto eficiente.

E possivel exemplificar varias utilizacdes para um banco de dados. Em
sites de compra, bancos de dados sdo usados para armazenar informagdes
sobre mercadorias, como nome, fabricante, preco e disponibilidade em estoque.
Na area da biologia é possivel utilizar os bancos de dados biolégicos para
consultas sobre diversos genomas. Sites como NCBI e Uniprot possuem vasta
colecao de dados sobre os mais variados genes de diferentes organismos.

Para desenvolvimento do Web GAAT, foi essencial a utilizagdo de
meétodos eficientes de recuperacido das informacdes armazenadas por meio do
banco de dados, pois, um dos objetivos € extrair e armazenar dados sobre
sequéncias para que essas possam ser visualizadas e anotadas. Segundo
(MIRANDA, 2016), os principais SGDBs de mercado séo:

1. ORACLE: SGDB lider de mercado. Atualmente na versao 12c, possui

trés distribuicbes: Enterprise Edition, Standard Edition e Standard
Edition One. (ORACLE, 2016). E um SGBD pago, em sistema de

registro unico.
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2. MySQL: E um SGBD que tem como foco sistemas online, também
pertence a ORACLE. Langado em 1996 esta na versao 5, apresentada
em fevereiro de 2016. O seu grande diferencial é ser um sistema Open
Source, isto €, ndo é necessario adquirir uma licenga para utilizagéo.

3. SQL Server: Embora produto da Microsoft, ndo necessariamente
precisar ser utilizado em conjunto com outras solu¢gdes da empresa.
(MICROSOFT SQL SERVER, 2016). E um SGBD amplamente
utilizado, ficando atras apenas do ORACLE e MySQL. Para utilizacédo
do SQL Server é necessario comprar o produto de acordo com um dos
modelos de licenga oferecidos pela Microsoft.

4. PostgreSQL: Também Open Source é muito utilizado para sistemas
web, principalmente em pequenos sistemas (MIRANDA, 2016).

5. MongoDB: Banco de dados Open Source, idealizado para

armazenamento de dados em arquivos (Mongo DB, 2016).

Com excegao do MongoDB, os demais SGBDs apresentam basicamente
0S mesmos recursos de seguranga, armazenamento e recuperagao de dados. A
escolha por um deles deve ser mediada por fatores como tamanho da aplicagéo
a ser desenvolvida, custo, recursos de infraestrutura e tecnologias envolvidas
em sua utilizacdo. Para o Web GAAT foi escolhido o banco MySQL, por possuir
licenga gratuita e ser robusto. Este sera especificado no Capitulo 3, sobre

materiais e métodos.

2.6.2.3 Frameworks e bibliotecas

Segundo a definicao de Riehle (2000), em computacado, um framework
corresponde a um modelo abstrato de software que prové aos usuarios um
conjunto de funcionalidades prontas para uso, mas que podem ser alteradas de
acordo com a necessidade especifica de cada programa.

Implementados em uma linguagem de programacao especifica, se
assemelham aos padrées de projeto no intuito de oferecer uma série de solugdes
que podem ser replicadas, mas diferenciam-se ao disponibilizar codigo pronto
para uso.

Em aplicacbes Web, muitos frameworks seguem o padrao MVC para

separar o modelo de dados com as regras de negdcio da interface do usuario, o
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que é considerado uma boa pratica, uma vez que modulariza a aplicagao,
promove reutilizacdo de cdédigo e permite que varias interfaces sejam aplicadas
(RUSSEL; COHN, 2013).

A utilizagdo de um framework esta diretamente ligada a tecnologia em que
um sistema é desenvolvido. Podendo existir mais de um para diferentes
tecnologias, a escolha deve ser também mediada pela familiaridade dos
envolvidos com o projeto, curva de aprendizado e, principalmente, finalidade do
projeto, para determinar se a escolha possui o conjunto de funcionalidades
necessario para obtengao dos objetivos tragados.

Com relacao a bibliotecas, estas se assemelham muito aos frameworks
por disponibilizarem um conjunto de funcionalidades prontas para uso, mas
diferenciam-se ao serem projetadas para atender a porgdes especificas de uma
aplicagao, como interpretacao de determinados tipos de arquivo, desenho de
graficos ou controlar o acesso de usuarios em um sistema, fornecendo
mecanismos para cadastro, login e senha. Bibliotecas podem ser utilizadas em
conjunto com frameworks para atender apenas determinadas fungdes de uma
aplicacéo (RIEHLE, 2000).

2.7 VISUALIZAGCAO DA INFORMAGAO

A Visualizagdo da Informacdo (VI) tem como objetivo potencializar
compreensao da informagao pelo usuario por meio de recursos graficos
interativos (FREITAS et al., 2001). Atendendo a um paradigma de escrita e
linguagem, a VI estad geralmente relacionada a um contexto histérico, onde
imagens em uma sequéncia ou ordem expressam alguma informagao e
transmite uma mensagem (DIAS; CARVALHO, 2007). O contexto histérico,
mencionado pelo autor, condiz com a definigao de (CARD et al., 1999), onde as
imagens devem ser geradas com base no relacionamento de dados e na
experiéncia do usuario de apresentar dados desse tipo.

Nascimento e Ferreira (2011) relatam a VI € muito comum em infograficos
exibidos frequentemente em midias digitais e impressas, pois sua utilizacdo
pode ampliar a cognigdo sobre dados abstratos quando comparada a outros

formatos para transmisséo e analise de dados.



37

Nascimento e Ferreira (2011) descrevem o modelo composto por trés etapas
para a Visualizagao da Informacéo (CARD et al., 1999), que pode ser observado

na Figura 6.

FIGURA 6 - MODELO PARA VISUALIZAGAO DA INFORMAGAO

(0]

O
DADOS FORMA VISUAL ]
Dados Brutos |—>Tabelas de Dados Estruturas Visuais |—» Visdes
Usuério
Transformagbes Mapeamento Transformagbes
de dados visual visuais

1 I ]

Interaga@o humana

FONTE: adaptado de CARD et al., 1999, DIAS; CARVALHO, 2007 e NASCIMENTO;
FERREIRA, 2011.

A primeira etapa, Transformagcao de Dados, consiste na obtencdo das
informacdes que devem ser apresentadas. Nesta fase dados brutos s&o tratados
e reorganizados em um modelo estruturado, geralmente em uma tabela, onde
as linhas representam os elementos a serem exibidos e as colunas suas
propriedades. O tratamento de dados que ocorre nesta fase da VI pode
compreender calculos estatisticos, eliminagdo de redundéancias ou filtragem das
informagdes relevantes.

Na segunda etapa, Mapeamento Visual, os dados tratados sao
organizados em uma estrutura visual, podendo ser composta por trés partes:
substrato ou meio espacial, marcas visuais e propriedades graficas.

O substrato espacial se caracteriza pelo espaco para visualizagao, onde
os dados podem ser apresentados em um dos modelos abaixo:

e Eixo ndo estruturado, onde a posi¢cao espacial nido interfere nas
informacdes;

e Eixo nominal, que consiste na divisdo de sub-regides para agrupamento
dos dados de acordo com alguma caracteristica;

e Eixo ordenado, onde a posicdo de um elemento tem importancia.
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e Eixo quantitativo, no qual a regidao ocupada por um elemento representa
uma metrica.

As marcas visuais representam os itens dos dados, geralmente através
de formas geométricas ou figuras (icones) que representam graficamente os
elementos.

Por fim, s&o atribuidas as propriedades graficas que dao caracteristicas
as marcas visuais. Cor, tamanho, volume e posicao sdo exemplos de atributos
que podem ser utilizados para potencializar as caracteristicas de cada item.

A terceira etapa do modelo, Transformag¢des Visuais, consiste na
aplicacao de interatividade aos itens de dados. O objetivo € poder explorar os
elementos com mais profundidade, revelando propriedades ou relacdes
invisiveis em um panorama geral. Nesta etapa os recursos computacionais sao
essenciais para possiveis calculos, alteragdes de cenario ou transformacgdes nas
marcas graficas e suas propriedades. Para Lima (2011), os principais recursos
de computagao grafica utilizados nesta etapa séo:

e Aproximacao ou zoom, o qual possibilita a visualizagdo aproximada ou em
maior escala de uma regido de interesse;

e Transformacao, que se caracteriza pela alteragcao de cor ou forma dos
elementos;

¢ Revelagao de detalhes, que consiste na exibicdo de maiores informacgdes
sobre um item explorado.

Lima (2011) ainda define que uma boa visualizagdo parte de uma viséo
geral simplificada, contendo apenas dados espalhados ou agrupados e suas
propriedades graficas essenciais, para uma visao detalhada, interativa e gradual,

guiada pelo interesse do usuario.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta os instrumentos aplicados no desenvolvimento
deste projeto. Inclui-se também o detalhamento da arquitetura proposta, bem
como as tecnologias envolvidas, especificagdo e desenvolvimento da

plataforma.

3.1 Visao geral

O presente trabalho descreve a construgdao de um software Web para
visualizagdo e anotacdo de genomas, nomeado Web GAAT. A plataforma
objetiva-se a reunir em uma interface unica recursos utilizados no processo de
analise e anotacado de dados sequenciados, para pesquisadores que desejam
trabalhar em projetos individuais ou compartilhados. Além disto, o projeto foi
especificado e construido de forma flexivel, possibilitando a adicdo de novas
funcionalidades e a expansao de seus recursos.

De acordo com os objetivos propostos pela plataforma, os recursos
especificados e desenvolvidos para o Web GAAT abrangem as seguintes
funcionalidades:

a) ldentificagdo automatica de ORFs, tRNAs e predi¢céo de genes;

b) Possibilidade de realizar anotacao sobre dados obtidos;

c) Conversao automatica de sequéncias de nucleotideos em sequéncia

de proteinas;

d) Possibilidade de envio de sequéncias para Web BLASTN e Web

BLASTP;

e) Visualizacdo de genomas parciais e completos;

f) Possiblidade de criagdo de projetos individuais;

g) Possibilidade de compartiihamento de projetos para que mais de um

pesquisador tenha acesso aos dados;

h) Armazenamento de histérico sobre dados anotados;

i) Arquitetura flexivel para adigdo de novas funcionalidades;

j) Caodigo de facil atualizagdo e manutengéo.

k) Substituicdo do programa homdnimo GAAT.
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Desenvolvido utilizando o padrdao de projetos MVC, o conjunto de
funcionalidades proposto pela plataforma foi dividida em trés médulos, conforme
Figura 7-1, na qual & possivel observar que cada modulo € responsavel por
agrupar um conjunto especifico de funcionalidades: Login, que gerencia o fluxo
de usuarios no sistema; Project, responsavel por gerenciar projetos de anotagéo
de genomas e compartilhamento dos mesmos e, por fim, Assembly, que reune
todas as funcionalidades relacionadas a visualizacdo e anotagcdo de dados

sequenciados.

FIGURA 7 - DIVISAO MODULAR DA APLICAGAO

LOGIN PROJECT ASSEMBLY
v v v
Controle de acesso Criagao e compartilhamento Visualizagao e anotagao
ao sistema de projetos de dados sequenciados
v v v
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FONTE: O autor (2016).

A divisdo modular da aplicagao tem como objetivo aumentar a flexibilidade
da plataforma. Ao agrupar um conjunto de atividades em um modulo especifico,
rotinas de manutencao podem ser realizadas de forma isolada. Além disto, a
abordagem permite que novos modulos, com novas funcionalidades, sejam
criados e adicionados a plataforma, aproveitando recursos ja implementados e
possibilitando a utilizagdo em uma mesma interface.

Cada médulo do Web GAAT, responsavel por um conjunto especifico de
funcionalidades, reuniu diferentes tecnologias em seu desenvolvimento. Nos
modulos Login e Project, funcionalidades disponibilizadas pelo framework
Codelgniter (CODEIGNITER, 2017) possibilitam que usuarios gerenciem seus
projetos e o acesso a eles, informando quem pode acessa-los. No modulo
Assembly, para as atividades relacionadas a identificagdo automatica de ORFs,

um script em Perl, baseado no script utilizado pelo programa GAAT, procura nos
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contigs presentes nos arquivos Fasta trechos que comegam com um codon de
inicio especifico. Para esta finalidade também foi integrado ao Web GAAT o
software GLIMMER; outro script em Perl, também similar ao script presente no
GAAT, é responsavel por interpretar os dados gerados pelo programa e gravar
no banco os resultados. Para a busca de tRNAs, outro script em Perl, também
similar ao script utilizado pelo programa legado, analisa os resultados do
tRNAscan-SE, que também foi integrado ao Web GAAT. Por fim, para a
visualizagdo e anotagdo de dados, uma interface interativa, baseada em
principios de VI e construida utilizando a biblioteca BioCircos (OMICTOOLS,
2017), possibilita a interacdo do usuario com os dados armazenados no
programa.

Nos topicos a seguir estdo relatados com maior especificidade as
tecnologias e metodologias utilizadas para a construgcédo da plataforma, de seus
modulos e funcionalidades, bem como os recursos de infraestrutura utilizados

pelo sistema.

3.2 AMBIENTE DE PRODUGAO

Para o ambiente de producao, local onde o Web GAAT foi disponibilizado,
os seguintes recursos foram configurados em um servidor disponibilizado pela
UFPR para implementagao da plataforma:

e Sistema operacional Ubuntu versédo 15.10

e Servidor Web Apache versao 2.4.12

e Banco de dados MySQL versao 14.14 distribuicao 5.6.30

e PHP versédo 5.6.11

e Perl 5 versdo 5.20.2

e Python verséo 2.7

A escolha por estes recursos foi mediada pela analise das funcionalidades
que o programa se objetiva a disponibilizar, e também pelo fato de serem
tecnologias open-source, amplamente utilizadas e de distribuicdo livre,
permitindo que possam ser atualizadas sem necessidade de aquisicdo de novas

licencas.
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3.3 ARQUITETURA

No intuito de construir uma aplicacdo flexivel, o software foi criado
utilizando o padrdo de projetos MVC. Esta abordagem permite que camadas
especificas do programa sofram modificagdes, facilitando sua manutencéo e
futuros desenvolvimentos. A Figura 8 ilustra o padrao arquitetural do Web GAAT
dividido em trés camadas e indicando também a utilizacdo dos frameworks

Codelgniter e LocawebStyle, e da biblioteca BioCircos JS.

FIGURA 8 - ARQUITETURA PROPOSTA PARA O WEB GAAT
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FONTE: O autor (2016).

Conforme visualizado na Figura 8, o framework Codelgniter abrange toda
a aplicagao, gerenciando as trés camadas do modelo MVC: View (nivel mais
abaixo, Controller (nivel intermediario) e Model (nivel mais acima).

Na camada View ocorrem todas as interagdes do usuario com o Web
GAAT. A camada Model destina-se a armazenar os dados relativos ao uso do
sistema, como o armazenamento de dados sobre sequéncias e recuperacao dos
mesmos. Por fim, a camada intermediaria Controller gerencia todo o fluxo entre
as interagdes do usuario com a View e os dados armazenados no Model.
Também é possivel observar na figura que os scripts escritos em Perl e Python,
relacionados ao modulo Assembly, encontram-se no nivel da camada Controller,
porém estes enviam os dados diretamente para o banco, nao utilizando a
camada Model para as interagdes.

Na camada View, por sua vez, € possivel observar a presenca do
framework Open Source LocawebStyle (LOCAWEB, 2017). A utilizagdo do
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framework objetiva-se a estabelecer um padrédo de codigo especifico para esta
camada. O LocawebStyle possui uma biblioteca com diversos elementos prontos
para uso, definindo assim um padréo grafico para o sistema, desta forma
cumprindo o objetivo de fornecer uma interface unica para interagbes do usuario
com a plataforma.

Conforme relatado na Visdo Geral (Secao 3.1), a fim de aumentar a
flexibilidade da plataforma, os objetivos especificos do Web GAAT foram
divididos e organizados em grupos de acordo com seu papel funcional no
sistema. Para cada grupo um moédulo foi desenvolvido com a finalidade de
fornecer um conjunto completo de funcionalidades. A seguir estéo listados os
modulos criados e a que atividades sado destinados.

e Login: Médulo que possibilita a criacdo de usuarios e prové acesso
autenticado ao Web GAAT. Este médulo foi criado com o objetivo
aumentar a seguranca da plataforma, permitindo exclusividade nas
interagdes de um usuario com o sistema.

e Project: Modulo destinado a criagédo e compartilhamento de projetos
entre usuarios do sistema. O médulo possibilita que um usuario crie
um projeto individual ou compartilhe este com outros usuarios,
possibilitando assim o trabalho colaborativo.

e Assembly: Modulo que reune as funcionalidades relacionadas a
visualizagdo e anotagdo de genomas. Fazem parte deste mdodulo a
predicdo de genes, a busca automatica por ORFs e tRNAs, a
visualizacdo e anotagdo e armazenamento de historico sobre dados
anotados.

A decisdo de agrupar atividades em partes funcionais flexibiliza a
arquitetura da aplicagao, aléem de possibilitar também a reutilizagéo de recursos
ja existentes (TECHOPEDIA, 2018). Por exemplo, um novo modulo poderia
utilizar somente Login para prover seu acesso, ou poderia utilizar Project para
criagao de projetos individuais ou compartilhados. Outra caracteristica da divisdo
modular é a facilidade de manutencao, que pode ocorrer apenas em modulos
isolados, sem afetar funcionalidades relativas a outras partes (mddulos) da
plataforma.

Os maédulos listados e a comunicagao entre eles podem ser observados

na Figura 9. Note a divisdo modular da plataforma. A comunicag¢ao entre os
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modulos € realizada a partir do uso da sessao (session). Dados sobre qual
usuario esta autenticado no sistema e em qual projeto o mesmo esta trabalhando
ficam assim disponiveis para todos os modulos. Ainda nesta figura, o Médulo X
ilustra o desenvolvimento de um novo moédulo, podendo este seguir o0 mesmo

padrao de comunicacao dos demais ou ser totalmente independente.

FIGURA 9 — COMUNICAGAO ENTRE OS MODULOS DA APLICAGAO

Codelgniter
Session
Login Project Assembly Modulo X

FONTE: O autor (2016).

Com relagao a utilizagao do Codelgniter, no aspecto de uma aplicagao
modular, justifica-se a utilizagdo do framework pois este possibilita um padrao de
desenvolvimento para os mddulos. A metodologia proposta pelo Codelgniter
auxilia na divisdo de uma aplicagdo em partes funcionais, além de estabelecer
também um formato de comunicacao seus elementos. Na Figura 10 é possivel
visualizar a arquitetura da aplicagdo de acordo com o framework Codelgniter. E
possivel visualizar também que cada mdodulo possui um conjunto especifico de
arquivos. Por fim, nota-se que o framework LocawebStyle é utilizado pela View

de todos os modulos, estabelecendo um padrao de interface para a plataforma.



45

FIGURA 10 - ARQUITERTURA DA APLICAGAO DE ACORDO COM O FRAMEWORK
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FONTE: O autor (2016).
No desenvolvimento do Web GAAT foram utilizadas as seguintes versdes

dos frameworks Codelgniter (https://codeigniter.com) e LocawebStyle
(http://opensource.locaweb.com.br/locawebstyle/):

e Codelgniter verséo 3.0.3

e LocawebStyle versao 3.9.0

Com relacédo ao BioCircos JS, conforme visualizado na Figura 8, foi

utilizada a versao 1.1.1 da biblioteca. A utilizacdo da biblioteca sera justificada

no item 3.4.3 deste capitulo.

3.4 DESENVOLVIMENTO

Conforme descrito na sessao Arquitetura, o Web GAAT foi divido em
modulos que agrupam um conjunto especifico de funcionalidades a fim de
atender aos objetivos especificos do programa. Nos tépicos a seguir estes

modulos sdo descritos com maior especificidade.

3.4.1 Login

O modulo login destina-se a gerenciar a autenticacdo de usuarios no
sistema, para que estes possam acessar o Web GAAT e utilizar seus recursos.
Este mdédulo compreende as seguintes funcionalidades:

e Login e logout do sistema;
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Registro de novos usuarios;
Alteracao de dados do perfil do usuario;

Recuperacao de senha.

Para registrar-se no Web GAAT, o usuario deve informar um conjunto de

dados que seréao validados pelo sistema. Sao eles:

Name: Campo onde o usuario deve informar seu nome. O
preenchimento € obrigatério e o valor informado deve conter apenas
letras e no maximo 50 caracteres;

Last name: Campo onde o usuario deve informar seu sobrenome;
Campo também obrigatério, e o valor informado deve conter apenas
letras e no maximo 50 caracteres;

E-mail: Campo onde o usuario deve informar um e-mail que servira
como login. Deve ser um e-mail com um formato valido, exemplo:
nome@dominio.com e unico no banco de dados do sistema

Confirm e-mail: Campo para confirmagao do valor informado no campo
E-mail. Destina-se a ajudar o usuario a identificar possiveis erros de
digitagdo neste campo;

Password: Campo para criagao de uma senha. Deve conter de 4 a 16
caracteres alfanuméricos, podendo conter letras de A a Z, maiusculas
e minusculas e numeros reais, de 0 a 9.

Confirm password: Campo para confirmacgédo do valor digitado em
Password. Destina-se a ajudar o usuario a identificar possiveis erros

de digitagao neste campo.

Caso o valor informado pelo usuario nédo esteja de acordo com as regras

estabelecidas, o sistema notificara quais dados devem ser corrigidos € 0 motivo

pelo qual a informagao nao foi aceita.

A tela de login, com os campos para acesso ao Web GAAT e as opgdes

para registro e recuperagao de senha pode ser observada na Figura 11.
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FIGURA 11 - TELA DE LOGIN

200.236.392 ’ o & 7 BB

Login

FONTE: O autor (2016).

A tela referente ao registro de usuarios, User registration, pode ser

visualiza na Figura 12.

FIGURA 12 - TELA DE REGISTRO DE USUARIOS

200.236.392 ’ e # 7 B

User Registration

FONTE: O autor (2016).
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Em caso de esquecimento de senha, € possivel solicitar o envio de uma
nova senha para o e-mail cadastrado no Web GAAT. A opgao esta disponivel a
partir do link Forgot your password (Figura 11). A tela relativa a recuperagao de

senha, Password Reset, pode ser observada na Figura 13.

FIGURA 13 - TELA PARA RECUPERAGAO DE SENHA

] 200.236.392 y 0| 5 |

Password Reset

Reset password

FONTE: O autor (2016).
ApOs o cadastro o usuario pode acessar o Web GAAT utilizando e-mail e

senha informados. Uma vez autenticado no sistema, o usuario pode editar seus
dados clicando no menu presente no canto superior direito da tela, representado
pela Figura 14. Neste caso as mesmas regras de validacédo para o registro de

usuarios séo aplicadas.

FIGURA 14 - TELA PARA EDIGAO DOS DADOS CADASTRAIS

200.235.382

X2 ) carlos(ly ~

Edit profile

Edit Profile

E-mail
carloskenobi@outiook.com
76 caracteres restantes

Confirm e-mail

Password

FONTE: O autor (2016).
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Apo6s o logon, os dados do usuario sdo armazenados na sessao, ficando

disponiveis para serem utilizados por outros modulos.

3.4.2 Project

O moddulo Project foi criado para que os usuarios possam gerenciar seus

projetos de analise e anotagdo de dados sequenciados. Este mddulo

compreende as seguintes funcionalidades:

Criagéo ou exclusao de projetos;

Gerenciamento de wusuarios que podem acessar um projeto
(compartilhamento);

Gerenciamento do nivel de acesso dos usuarios a um determinado

projeto.

O modulo é acessado imediatamente apds o logon do usuario. Na Figura

15 é possivel observar em A sua tela inicial e em B o menu expandido do médulo,

apo6s ser clicado. Por meio deste menu é possivel criar um novo projeto ou

acessar os projetos existentes criados pelo usuario.

FIGURA 15 - TELA INICIAL DO MODULO PROJECT

200238307

My Projects

Nama Laboratery Ausaenislias Usars Delets
UFPR 3 ¥ x

LirpR -] i ®

W0IBL0 5 o

X catosin w
My Projects
Hame Labaratery hssaembles  thers Belets

LFPR 3 A x

LiFog [ 3 x

FONTE: O autor (2016).

Para a criacdo de projetos, € necessario o preenchimento dos campos

Laboratory e Name, de acordo com as seguintes especificagdes:



50

e Laboratory: Possui carater informacional, para identificacdo de qual
laboratério ou instituicdo determinado projeto pertence. E de
preenchimento obrigatério e pode possuir no maximo 20 caracteres
alfanuméricos, podendo conter espacgos entre palavras.

e Name: Campo obrigatorio destinado ao nome do projeto pode possuir
no maximo 20 caracteres alfanumeéricos, podendo conter espacos ou
pontos. Deve ser unico entre todos os projetos criados pelo usuario.

A tela para criagdo de projetos, visualizada na Figura 16, pode ser

acessada a partir do item New do menu Projects.

Assim como no registro de usuarios, as regras aplicadas para criagéo de

projetos sado validadas utilizando métodos fornecidos pelo framework
Codelgniter. Caso alguma regra nao seja atendida, o software notificara o

usuario sobre as corre¢des que devem ser realizadas.

FIGURA 16 - TELA PARA CRIAGCAO DE PROJETOS

200.236.392

(L) carlos() +

New Project

Laboratory

Project name

Create

FONTE: O autor (2016).

A vinculagdo de um projeto ao usuario é realizada com base nos dados
do usuario presentes na sessao. Os projetos criados pelo usuario podem ser
acessados pelo item My Projects do menu. Conforme tela visualizada na Figura
17, os projetos séo listados alfabeticamente em uma tabela onde cada linha
corresponde a um projeto. As colunas, por sua vez, contém informacoes relativas

ao projeto e links para que acdes especificas sejam executadas pelo usuario.
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FIGURA 17 — DETALHAMENTO DA LISTAGEM DE PROJETOS

My Projects

Name

Laboratory Assemblies Users Delete

H. rubrisubalbicans UFPR 3 h2 x

H. seropedicae UFPR 0 2o X

FONTE: O autor (2016).

Conforme detalhado na Figura 17, as seguintes informacdes e acgbes

estao presentes na listagem de projetos:

Name: Contém o nome do projeto. Ao clicar no item o usuario é
remetido para a tela contendo os dados sequenciados enviados para
0 projeto.

Laboratory: Nome do laboratorio;

Assemblies: Quantidade de arquivos com dados sequenciados
enviados para o projeto;

Users: Link que direciona para a tela de gerenciamento de usuarios
com acesso ao projeto. Caso exista um compartilhamento, o item
exibira também a quantidade de usuarios com acesso.

Delete: Link para exclusao do projeto.

O compartilhamento de projetos compreende a solugéo proposta para que

varios usuarios possam trabalhar na anotagado de dados sequenciados de um

organismo, tornando a atividade colaborativa. Considerando que equipes podem

ser formadas por colaboradores com diferentes atribuicdes, o compartilhamento

prevé dois niveis de acesso:

View: Destinado a usuarios que podem acessar todos as informacoes
de um projeto, mas que nao podem anotar dados sobre eles;
View and Edit: Destinado a usuarios que irdo atuar realizando

anotacao sobre os dados sequenciados.

A Tabela 1 apresenta as permissdes e restricdes relacionadas a cada

papel disponibilizado. Na tabela é possivel observar a também a existéncia do

papel Owner®, sendo esta a definicao atribuida ao usuario que criou o projeto.
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TABELA 1 - PERMISSAO E RESTRICOES DOS PAPEIS PARA USUARIO DISPONIVEIS NO

MODULO PROJECT

Papel Gerenciar | Enviar Excluir Visualizar | Anotar Excluir
usuarios montagens | montagens | montagens | dados ORFs/Genes

Owner* Sim Sim Sim Sim Sim Sim

View/Edit Néo Sim Nao Sim Sim Sim

View Nao Né&o N&o Sim N&o Né&o

FONTE: O autor (2016).

Para que um projeto possa ser compartilhado, os seguintes passos sao

necessarios:

1. A partir da listagem de projetos, Figura 17, clicar no icone presente na

coluna Users;

2. No campo E-mail informar o e-mail de um usuario cadastrado no Web

GAAT,;

3. Em Permission informar o nivel de acesso desejado para o usuario.

4. Clicar em Share.

Caso o e-mail informado pertenga a um usuario registrado no Web GAAT,

o compartilhamento sera realizado. Caso contrario o sistema informara sobre o

erro. Os passos 2 a 3 podem ser observados na Figura 18, na qual é possivel

ainda visualizar todos os usuarios com acesso ao projeto.

FIGURA 18 - TELA PARA GERENCIAMENTO DO COMPARTILHAMENTO DE UM PROJETO

200.236.392

H. rubrisubalbicans > Users

Manage project users

Name E-mail Permission

View

FONTE: O autor (2016).

L) carlos(1) v

Unshare
X

X

Para remover um usuario do compartilhamento é preciso clicar no icone

presente na coluna Unshare, visualizado na Figura 18.
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Por fim, o item Shared Projects, do menu, lista todos os projetos que foram
compartilhados com o usuario logado, conforme Figura 19. Esta tela diferencia-
se por ndo apresentar o icone para exclusdo de projetos, a opgao é
disponibilizada apenas para o dono do projeto, indicado na coluna Owner. Em
projetos compartilhados, ao clicar no icone relativo a coluna Users sao listados

todos os usuarios presentes no compartilhamento, conforme Figura 20.

FIGURA 19 - TELA LISTANDO OS PROJETOS COMPARTILHADOS COM O USUARIO

200.236.3.92 7 G

2 Emanuel(l) v
Shared Projects

Name Laboratory Assemblies Owner Users

H. rubrisubalbicans UFPR 3 Carlos Moraes 22

FONTE: O autor (2016).

FIGURA 20 - TELA LISTANDO DEMAIS USUARIOS COM ACESSO AO PROJETO

200.236.392

2 Emanuel(1) v

H. rubrisubalbicans > Users

Users in this project

Name E-mail Permission
Emanuel Moraes carlos-em@hotmall.com View

Leonardo Cruz cruzmagalha@gmail.com View/Edit

FONTE: O autor (2016).
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3.4.3 Assembly

Nomeado Assembly por ser destinado ao envio de montagem de
genomas para anotagao, o modulo € constituido por um conjunto de scripts e
programas objetivados a fornecer os principais recursos utilizados no processo
de andlise e anotacdo de dados sequenciados sobre genomas. E dependente
do moddulo Project pois utiliza as funcionalidades deste para possibilitar o
trabalho colaborativo e organizacdo dos dados de um organismo em um mesmo
projeto.

O moddulo Assembly compreende as seguintes funcionalidades:

¢ |dentificacdo automatica de ORFs, tRNAs e predi¢ao de genes;

e Visualizagdo de genomas de anotagao sobre dados obtidos;

e Conversao automatica de sequéncias de nucleotideos em sequéncia

de proteinas;

e Possibilidade de envio de sequencias para BLASTN e BLASTP;

e Armazenamento de histérico sobre dados anotados.

Neste modulo também foi aplicado o modelo de Visualizagdo de
Informacao apresentado por Card et al. (1999). A Transformacdo de Dados
ocorre durante a identificacdo automatica de ORFs e predigdo de genes. Todos
os dados encontrados sdo salvos no banco e organizados de maneira
estruturada em tabelas. Seguindo o modelo apresentado pelo autor, cada linha
da tabela representa um elemento, relacionado a uma montagem enviada por
um usuario

As propriedades de cada elemento encontrado sao distribuidas em
colunas, de acordo com suas caracteristicas. A abordagem permite que a
visualizagao disponibilizada pelo modulo organize mais facilmente a informacéo
a fim de representa-la graficamente e apresentar dados estatisticos sobre a
montagem. O Mapeamento Visual ocorre posteriormente, quando o usuario
seleciona dados para visualizagdo e anotagao, onde itens gravados no banco
sao distribuidos em uma estrutura visual para interacdo do usuario

(Transformagodes Visuais).
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Para um melhor entendimento do fluxo de funcionamento do moédulo, bem
como dos scripts, programas envolvidos e técnicas de VI utilizadas no processo,

as funcionalidades citadas anteriormente estdo descritas nos topicos a seguir.

3.4.3.1 Envio de montagens

Com o objetivo de desenvolver um software de facil utilizagdo, este
processo foi desenhado para exigir o minimo de configuragdes por parte do
usuario. Possuindo apenas uma interface, para o envio do arquivo, o fluxo criado
€ automatizado e divido em subtarefas que proporcionam maior flexibilidade para
manutencao e futuros desenvolvimentos.

A primeira parte do fluxo é referente ao envio do arquivo pelo usuario. A
interface pode ser visualizada na Figura 21. Nesta tela o usuario deve informar

um valor para o campo Assembly ID (A) e selecionar o arquivo a ser enviado (B):

FIGURA 21 - TELA REFERENTE AO ENVIO DE ARQUIVOS FASTA E GENBANK

200.236.3.92
s ==
H. rubrisubalbicans L) carosiiy v

Assembly Submission

ORF Prediction

ATG GTE TG CTG AT - All codans

Minimum ORF size

FONTE: O autor (2016).

Também é possivel observar na Figura 21 o menu Assemblies (C) e suas
opgdes: Submit para enviar arquivos e List para listar arquivos enviados. Como
0 modulo Assembly € dependente de Projects, o menu € disponibilizado para o
usuario somente apdés a selegdo de um projeto existente, conforme telas

apresentadas nas figuras 17 e 19.
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Apo6s o envio do arquivo, o Web GAAT valida os dados informados e
executa condicionalmente outras duas tarefas, uma para o caso de arquivos
GenBank e outra para arquivos Fasta. Essa divisdo proporciona ndo somente
tratamento separado para cada formato, mas atende também aos requisitos de
facil atualizagdo e manutencao, pois alteragcdes no processo relacionado a um
tipo de arquivo ndo afetam o outro. A abordagem permite ainda que outros
formatos de arquivo sejam aceitos no futuro sem que interfiram no processo
atual.

Uma vis&o geral do fluxo, com a divisdo das tarefas, pode ser observada
na Figura 22. Note que tanto o Assembly ID informado, quanto o tipo de arquivo
sao validados e, caso nao passem pela validagéo, o sistema retorna a tela de
envio de arquivo notificando o usuario sobre o erro. Também é possivel visualizar

0s processos condicionais relativos ao tipo de arquivo enviado.
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FIGURA 22 - DIAGRAMA DE FLUXO DO PROCESSO DE ENVIO E
EXTRAGAO DE ARQUIVOS

Envia arquivo

Assembly Id ™\ Nao
& Unico
Sim
Arquivo
valido
Sim
Formato do
arquivo

Processa arquivo Processa arquivo
Fasta GenBank

GenBank

Dados

Nao

salvos

Sim

Lista arquivos enviados para
o projeto

FONTE: O autor (2016).

Para o tratamento de arquivos GenBank foi criado um script em Python
que, utilizando parsers da biblioteca BioPython, percorre todo o arquivo extraindo
suas features e gravando no banco informacdes referentes ao tipo da feature,
posicao na sequéncia e seus qualifiers. Para arquivos Fasta um script em Perl
analisa as sequéncias e cria, para cada contig presente, um arquivo Fasta
separado, fluxo este similar ao tratamento dado pelo GAAT aos arquivos deste
tipo. O processo é realizado desta forma para que os outros scripts do programa,
relacionados a predicdo de genes e busca por ORFs e tRNAs sejam
propriamente executados. Esta abordagem € melhor explicada no topico 3.4.3.2,
referente a busca automatica de ORFs, tRNAs e predicéo de genes.

Apds o envio, os arquivos sdo listados na tela apresentada na Figura 23,

sob o nome de Assemblies.
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FIGURA 23 - LISTAGEM DE ARQUIVOS ENVIADOS (ASSEMBLIES)

200.235.392

Uik
H. rubrisubalbicans

Assemblies

Assembly Id File type Prediction Predicted ORFs  tRNAscan-SE submited by Delete
Fasta ATG 1803 4 Carlos Moraes
GenBank NIA N/A NIA Carlos Moraes

Fasta Glimmer 302 4 Carlos Moraes x

FONTE: O autor (2016).

Na listagem da Figura 23 sao exibidas informagbes referentes ao
processo de envio, busca por ORFs, tRNAs e predicdo de genes, conforme

detalhado na Figura 24.

FIGURA 24 - DETALHAMENTO DA LISTAGEM DE ASSEMBLIES

Assemblies
Assembly Id File type Prediction Predicted ORFs tRNAscan-SE Submited by Delete
ADTATG Fasta ATG 1803 4 Carlos Moraes x
AD1GBK GenBank N/A N/A N/A Carlos Moraes X
ADTGMM3 Fasta Glimmer 302 4 Carlos Moraes X

FONTE: O autor (2016).

Conforme observado na Figura 24, sdo exibidas na tela de listagem as
seguintes informacgdes:

e Assembly ID: ID definido pelo usuario no momento do envio;

¢ File type: Tipo do arquivo enviado;

e Prediction: Método escolhido para busca automatica por ORFs;

e Predicted ORFs: Numero de ORFs encontradas;

e tRNAscan-SE: Numero de tRNAs encontrados pelo tRNAscan-SE;

e Submited by: Usuario que enviou a sequéncia, importante para

identificar quem realizou o envio em caso de projeto compartilhado.
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e Delete: Opcéao para excluir os arquivos enviados, disponivel apenas

para o dono do projeto.
Ao clicar em um item presente na coluna Assembly ID, conforme arquivo
enviado para o programa, o usuario é remetido a tela contendo a listagem de

contigs (FASTA, Figura 25-A) ou de sequence records (GenBank, Figura 25-B).

FIGURA 25 - LISTAGEM DE CONTIGS OU SEQUENCE RECORDS EXISTENTES NOS
ARQUIVOS ENVIADOS

002287
H. rubrisubalbicans

Assembly FASOT

Centig b Sizw Predicied ORFL [LLTPETE oF Lapest

295547

200258353 v o

H rubrisubalbicans

FONTE: O autor (2016).

Conforme a Figura 25, na listagem de contigs é possivel verificar o
tamanho da sequéncia (Size), quantidade de ORFs (Predicted ORFS) e tRNAs
(tRNAscan-SE) encontrados. Para sequence records, além do tamanho da
sequéncia, é informada a quantidade de features encontradas no arquivo.
Também esta presente nesta listagem a opgéo Export, destinada a exportar todo

os dados anotados em um arquivo GenBank.

3.4.3.2 Busca automatica por ORFs, tRNAs e predi¢ao de genes

Identificar ORFs ao longo de sequéncias contendo milhares de pares de
base pode ser considerada uma tarefa praticamente impossivel ao olho humano.
Seria necessario buscar ao longo dos arquivos de sequéncia por regides com

um codon de inicio e imediatamente procurar pelo codon de término, repetindo
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a tarefa para cada fase de leitura. Integrado ao Web GAAT existem duas opgdes
para a busca por ORFs, tornando o processo automatizado: busca a partir de
um codon de inicio e busca utilizando o software GLIMMER. A escolha por um
dos métodos é disponibilizada para o usuario no momento do envio do arquivo,

conforme Figura 26.

FIGURA 26 - OPCOES PARA BUSCA AUTOMATICA POR ORFS

H. rubrisubaibicans. L) coroais] v
| ORF Prediction
| Select ORF predict
ATG © GTG © TTG © CT6 © ATT © All codons

Minimum ORF size

h

Glimmer 3

None

FONTE: O autor (2016).

Os métodos de busca estdo detalhados na Figura 27, onde em A é
possivel visualizar as opgodes referentes a busca por codons e em B a opgao de
utilizar o software GLIMMER.

FIGURA 27 - METODOS DISPONIVEIS PARA BUSCA POR ORFS.

ORF Prediction
Select ORF prediction method (Fasta files only)

ATG O GTG O TTG © CTG O ATT O All codons

Minimum ORF size

Default value is 100

Glimmer 3 i

None

FONTE: O autor (2016).

Assim como o restante da aplicagdo, a busca por ORFs também foi
desenhada para ser flexivel. Na Figura 28 € possivel visualizar os processos
referentes a cada método ocorrendo de forma condicional. No Web GAAT,
scripts separados sao responsaveis por cada opg¢ao, possibilitando modificagcdes
pontuais. O mesmo ocorre para a busca por tRNAs, que é realizada pelo
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software tRNAscan-SE; um script separado € responsavel pela execu¢ado do

programa e tratamento de seus resultados.

FIGURA 28 - FLUXO DO PROCESSO DE BUSCA POR ORFS E TRNAS

Processa arquivo Fasta

FASTA
Arquivos gerados
durante o processo
de extragéo de dados

Busca ORFAARNA

Glimmer Método Cédon
escolhido

None

Executa Glimmer Executa busca por codon

Executa
tANAscan-SE

FONTE: O autor (2016).

E possivel observar ainda na Figura 28 que a busca por ORFs e tRNAs
ocorre durante o envio de arquivos FASTA, pois neste momento os contigs sdo
separados e gravados em arquivos distintos. A abordagem é necessaria uma
vez que os softwares GLIMMER e tRNAscan-SE (utilizado para buscar tRNAs)
s0 aceitam arquivos como formato de entrada de dados.

Para o processo referente a busca por coédons, um script em Perl percorre
as sequéncias de nucleotideos presentes nos arquivos procurando pelo céodon
de inicio escolhido e, ao encontra-lo, procura imediatamente por um cdédon de
término. Caso a ORF encontrada tenha um tamanho igual ou maior ao valor
informado no campo Minimum ORF Size (Figura 27-A), os dados sao gravados
no banco para que possam ser visualizados e anotados. O processo é repetido
para cada frame de leitura do DNA.

Caso o usuario opte por utilizar o software GLIMMER, os dados gerados
pelo programa sao interpretados por outro em Perl que extrai as informagdes

obtidas e grava no banco os resultados.
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Assim como no GAAT, independentemente do método escolhido, o Web
GAAT cria, para cada ORF encontrada, um arquivo Fasta contendo a sequéncia
de nucleotideos e outro contendo a sequéncia de proteinas. Estes dados podem
ser utilizados em programas externos, como BLASTN e BLASTP, por exemplo.

Com relacao a busca por tRNAs, esta é realizada automaticamente pelo
Web GAAT. Um script em Perl é responsavel por executar o programa
tRNAscan-SE e analisar seus resultados. Apos a analise os dados referentes a

localizagédo do tRNA, tipo, seu anticédon e score sao gravados no banco.

3.4.3.3 Visualizagcao de dados sequenciados

Buscando oferecer ao usuario a possibilidade de analisar uma regiao
completa de um genoma e seguindo o modelo apresentado por (CARD et al.,
1999) e definigdes de (LIMA, 2011), foi construido um eixo nominal circular,

subdivido em sete regides, conforme exibido na Figura 29.

FIGURA 29 - EIXO NOMINAL PARA VISUALIZAGAO DE GENOMAS

FONTE: O autor (2016).

Na visualizagao proposta (Figura 29), cada regidao do eixo é definida por
circulos, que representam cada um dos seis frames de leitura (F1, F2 e F3, R1,
R2 e R3). Um sétimo circulo, ao centro foi criado para apresentar os dados
referentes aos resultados do programa tRNAScan-SE. A proposta tem como

objetivo oferecer o panorama geral de toda uma regido do genoma. No modelo,
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a distribuicdo de ORFs, genes preditos e tRNAs ocorre sequencialmente de

acordo com sua posi¢ao no frame, como se estes fossem eixos ordenados. Cada

elemento no eixo, possui um ponto de inicio e fim, possibilitando a relagao de

tamanho entre os itens e de cada item com o tamanho da regido. A abordagem

também possibilita a facil identificacdo de regides com maior numero de features.

Um exemplo pode ser observado na Figura 30, onde elementos em cinza

representam ORFs ou genes preditos e elementos em vermelho tRNAs

encontrados.

FIGURA 30 - DISTRIBUICAO DE ORFS E TRNAS AO LONGO DO PADRAO DE

VISUALIZACAO

FONTE: O autor (2016).

O grafico é gerado a partir da selegdo de um contig ou de um sequence

record, conforme telas da Figura 25. Para o caso de contigs, apos a selegao, o

usuario € remetido para a tela apresentada na Figura 31, onde é possivel

verificar algumas estatisticas relacionadas a sequéncia:

Total BP: Total de pares e base;

GC%: percentual de GC;

Bases: numero de bases A, C, T e G;

Annotated ORFs: numero de ORF anotadas, divididas em validas e
invalidas;

First ORF Position: posic¢ao inicial da primeira ORF encontrada;

Last ORF Position: posigao final da ultima ORF encontrada.
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FIGURA 31 - VISUALIZAGAO DE UM CONTIG
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FONTE: O autor (2016).

Na mesma tela da Figura 31, logo abaixo dos dados estatisticos, é
possivel observar um quadro com o titulo Contig Graph. Neste quadro, detalhado
na Figura 32, estdo os filtros que devem ser utilizados para desenhar o grafico
contendo as ORFs e tRNAs encontrados: Status, Start e End.

FIGURA 32 - FILTROS PARA DESENHO DO GRAFICO CONTENDO ORFs e tRNAs

Contig Graph

Status: Al v  Start: End:

FONTE: O autor (2016).

O campo status é utilizado para filtrar quais ORFs devem ser exibidas:
todas, apenas validas ou invalidas. Os campos Start e End servem para que o
usuario limite a porgédo do contig a ser exibida. Os valores devem estar entre os
numeros apresentados nos dados estatisticos de First ORF Position e Last ORF
Position. Um exemplo de aplicacao dos filtros pode ser observado na Figura 33,
na qual & possivel visualizar todas as ORFs invalidas presentes entre as

posicdes 10000 e 15000 pares de base do contig. Ao posicionar o0 mouse sobre
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um dos elementos é possivel visualizar mais informagdes sobre ele, conforme
Figura 34.

FIGURA 33 - GRAFICO DESENHADO APOS APLICACAO DOS FILTROS

Contig Graph

Status:  |nvalid ~ Start 10000 End: 15000 Draw graph
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FONTE: O autor (2016).

E possivel visualizar também na Figura 34 uma das ORFs marcadas em
laranja, indicando que o ponteiro do mouse foi posicionado sobre o elemento.
Com esta acao sao exibidas as seguintes informagdes sobre a ORF:

e Contig: Numero de identificagdo do contig referente a ORF;

e Start: Posicao inicial da OREF;

e End: Posicao final da ORF;

e ORF ID: Numero de identificagcao da ORF;

e Start Codon: Cédon de inicio da ORF;

e Status: Status da ORF, valida ou invalida;

e Features: Propriedades da ORF com seus respectivos qualifiers.
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FIGURA 34 - INFORMAGCOES EXIBIDAS AO PASSAR O MOUSE POR CIMA DE UMA ORF
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FONTE: O autor (2016).

Com excegédo dos campos Contig, Start, End, ORF ID e Start Codon,
todos os outros campos sao relacionados a etapa de anotagdo, que sera
apresentada na sesséo 3.4.3.4 deste trabalho.

Para melhor visualizar regides especificas do grafico desenhado, o Web
GAAT permite a utilizacdo de zoom. A aplicacao do recurso pode ser observada
na Figura 35. Note na figura em (A) a regido de um genoma com seus respectivos
elementos e em (B) a aplicagdo de zoom em uma porgao especifica da

sequéncia. O zoom ¢é aplicado utilizando o scroll do mouse.

FIGURA 35 - APLICAGAO DE ZOOM PARA VISUALIZACAO DE UMA REGIAO ESPECIFICA

H. rubrisubalbicans H. rubrisubalbicans

A0IGMM3 > 1

FONTE: O autor (2016).
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A metodologia aplicada segue a definigdo de (LIMA, 2011), na qual
inicialmente é apresentado um panorama geral com as propriedades basicas de
cada elemento que, no presente contexto, sao posicdo e tamanho de cada
elemento em seu respectivo eixo ordenado. A partir do interesse do usuario €
possivel visualizar mais informagdes sobre um determinado item ou visualizar
com maior proximidade uma regido de interesse.

Para o caso de sequence records, o filtro para desenho do grafico é
ligeiramente diferente, conforme Figura 36, onde é observado a existéncia de um
filtro a mais, Key. O campo foi adicionado a fim de possibilitar a exibicao de

features especificas existentes em arquivos GenBank.

FIGURA 36 - FILTROS EXISTENTES PARA SEQUENCE RECORDS

Record AOTGBK > Z278439.1

592 135 136 0 0

A e valid

160 161 5
G
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Record Graph

Status: Al - Key: undefined - Start: End: Draw graph

FONTE: O autor (2016).

A visualizagdo de sequence records também possui diferencas em
relagdo ao modelo aplicado para os contigs. Ao invés dos seis circulos, apenas
dois sao utilizados, para representar as posicdes relativas a upstream e

downstream, conforme Figura 37.
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FIGURA 37 - VISUALIZAGAO DE GENES EM UM SEQUENCE RECORD

Record Graph
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FONTE: O autor (2016).

E possivel observar na Figura 37, apés utilizagao do filtro, todos os genes
presentes entre 0 e 5513887, tamanho total da sequéncia. Os elementos
referentes a posicdo upstream sao desenhados no circulo externo (azul). Em
vermelho estdo desenhados os genes encontrados na posicdo downstream.
Assim como as ORFs e tRNAs, cada elemento foi distribuido considerando sua

localizagdo no genoma.
Na Figura 38 é possivel observar a utilizagdo de zoom também para

sequence records.
FIGURA 38 - APLICACAO DE ZOOM EM UM SEQUENCE RECORD
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FONTE: O autor (2016).
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Nota-se na Figura 38 que a aplicagao de zoom ¢ util para analisar regides
do genoma com maior concentragao de elementos.

Todas as funcionalidades relacionadas as interagdes do usuario com os
graficos foram desenvolvidas utilizando a biblioteca BioCircos. A utilizac&do se da

pela padronizagao do cddigo usado para desenho e tratamento das interagdes.

3.4.3.4 Anotacao de dados sequenciados

A anotagao de dados é disponibilizada pelo Web GAAT a partir da selegcao
de ORFs ou features desenhadas no grafico de visualizagdo. Apds clicar em um
dos elementos presentes no grafico, o usuario é direcionado para uma tela onde
um formulario permite que as seguintes informag¢des sejam anotadas:

1. Status: Campo para que o usuario selecione se o elemento é valido

ou invalido.

2. Frameshift: Campo para que o usuario selecione se o elemento

possui ou nao frameshift;

3. Gene Name: Campo para que o usuario informe o nome do gene;

4. EC Number: Campo para que o usuario informe o EC Number do

elemento;

5. Feature Key: Campo para que o usuario selecione o tipo do elemento.

Por padrao o valor € Undefined e estao disponiveis as opgdes Gene,
CDS, misc_feature, source, tRNA e rRNA, sendo estas as mais
comuns.

6. Qaulifier Key: Campo para que seja informado o tipo de propriedade

(qualifier) relativo ao elemento;

7. Qualifier Value: Campo para que seja informado o valor referente a

propriedade do elemento.

8. Comments: Campo para informagdes gerais ou comentarios sobre o

elemento.

O fluxo de navegacéao para acesso a tela de anotagao pode ser observado
na Figura 39.
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FIGURA 39 - NAVEGAGAO ENTRE TELAS DE VISUALIZACAO E ANOTAGAO

H. cubrisubalbicans e~ W rubrisubalbicans

FONTE: O autor (2016).

ApOs preencher os campos, os dados anotados podem ser visualizados

no grafico, conforme demonstrado na Figura 40.

FIGURA 40 - ALTERACOES EM UMA ORF APOS ANOTAGAO

Contig Graph

Status: Al ~  Start: 10000 End: 15000 Draw graph

FONTE: O autor (2016).

E possivel visualizar na Figura 40 que, dentre os campos disponiveis para
anotacao, sdo exibidos no grafico, ao posicionar o ponteiro do mouse sobre o
elemento, as features. Conforme relatado no tépico 3.4.3.3, estas informacgdes
dependem da etapa de anotagao para serem exibidas. Nota-se também que o

elemento desenhado teve sua cor alterada de cinza para azul.
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A utilizagdo de cores € outro recurso implementado para a visualizagao
de ORFs. Esta abordagem permite que o usuario identifique rapidamente quais
elementos ja foram anotados e de que tipo sdo; para cada valor presente no
campo Key uma cor especifica € atribuida ao respectivo elemento no grafico,
conforme lista a seguir:

e Azul: Gene;

e Azul Marinho: CDS;

e Verde: Source;

e Amarelo: misc_feature;

e Vermelho: tRNA;

e Marrom: rRNA;

e Azul claro: Quando ha mais de uma feature na mesma posigao.

O método segue o modelo proposto por (CARD et al.,, 1999), onde a
utilizacdo de cor € uma propriedade grafica que pode ser utilizada para
caracterizar marcas visuais em determinado contexto. Um exemplo mais
completo sobre a utilizagdo de cor pode ser visualizado na Figura 41. Note na
figura que a caracterizacao possibilita a distingdo dos elementos com base em
suas caracteristicas. Utilizando o filtro para visualizar apenas ORFs validas, o

grafico é gerado conforme Figura 42.

FIGURA 41 - UTILIZACAO DE COR PARA DIFERENCIACAO DE ELEMENTOS

AQIGMM3 > 1

FONTE: O autor (2016).
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FIGURA 42 - APLICAGAO DE FILTRO PARA VISUALIZACAO DE ELEMENTOS VALIDOS

Status: = Valid v  Start: | 1 End: 298388

AOTGMM3 > 1

FONTE: O autor (2016).

Um panorama geral da tela de anotagcéo pode ser observado na Figura
43. A tela € composta pelos campos para anotagdo (1) e, logo abaixo, as
sequencias de nucleotideos e aminoacidos sao disponibilizadas para BLAST (2
e 3). No canto superior direito da tela esta a opgao para visualizar o histérico de
anotacdo (4). Tanto BLAST como o historico de anotacdo serdo tratados nos
topicos a seguir.

Na Figura 43-5 é possivel observar ainda a existéncia do item Duplicate
Element. A partir desta opcao € possivel duplicar o elemento e atribuir outras

features, caso necessario.



FIGURA 43 - PANORAMA GERAL DA TELA DE ANOTACAO
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FONTE: O autor (2016).
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3.4.3.5 BLASTN e BLASTP

Amplamente utilizado em pesquisas relacionadas a anotagdo de
genomas, o BLAST tem como objetivo encontrar regides de similaridade entre
sequéncias, sendo fundamental para inferir relagdes funcionais e evolutivas das
mesmas, bem como ajudar a identificar os membros das familias de genes.

No Web GAAT as versdes BLASTN e BLAST, utilizados para comparar
respectivamente sequencias de nucleotideos e aminoacidos, estao disponiveis
para uso na tela de anotagdo de genomas (Figura 43-2 e 43-3), conforme

detalhado na Figura 44.

FIGURA 44 - OPCOES PARA BLASTN E BLASTP
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LRRLWKRRGISWFIRPGEPPLPHQAGS PRHTLVLFDDAVQLPRNAAGAVSYRQDHAPAEE
DGIVRWLGTRRLRAGSVSRHAWDHAQDGPMRSQVNTVAEQGELGDHFARLLDDYFIEAPH
IADDREDFHQIATARMQRLAQETAEFQADSTIRALRVGEWIGVKDHPELDRRAAHEREFV
ITRLEVYAENNFPASLDEHVRLVARHHDSSLEDLAPLRRRCLAQGRRYLNRFTCVRRGTP

FONTE: O autor (2016).

Visualizado na Figura 44, estdo as opgdes disponibilizadas pelo Web
GAAT para BLASTN e BLASTP. Ao selecionar uma das opgoes, a sequéncia &

enviada para o site do NCBI, conforme exemplificado na Figura 45.

FIGURA 45 - EXEMPLO DE ENVIO PARA BLASTN

‘Standard Nucleotide BLAST

oy b

FONTE: O autor (2016).
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Conforme exemplo da Figura 45, ao clicar em uma das opgbes para
BLAST, a respectiva sequéncia, referente a ORF que esta sendo anotada, é
enviada para o site do NCBI, onde o usuario pode executar o programa de

acordo com as opg¢oes disponiveis.

3.4.3.6 Histoérico de atualizagoes

O Web GAAT armazena em seu banco todas as alteragdes realizadas em
ORFS e features na etapa de anotagao. Este recurso € importante para manter
um histérico daquilo que foi alterado em um elemento em determinado momento,
principalmente em projetos compartilhados onde diferentes pesquisadores estao
envolvidos tendo acesso aos mesmos dados. No histérico sdo exibidas todas as
informacgdes de uma ORF que tenha sido modificada, além do dia e hora de cada
alteracdo e também quem realizou determinada alteragao.

Para acessar o historico de alteragdes € necessario clicar no botao
"Annotation History", mostrado da Figura 43-4. Na Figura 46 é possivel observar

com detalhes as informacdes da tela de historico.

FIGURA 46 - TELA DE HISTORICO DE ANOTAGCOES

200.238.302
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2016-12-03 13:47:25 @
20161203 13:47:01 ©

FONTE: O autor (2016).

Conforme observado na Figura 46, na tela sao listadas por ordem de data
e hora todas as anotagdes realizadas em um elemento. Ao clicar no icone a

direita de cada item da lista, € possivel visualizar as anotacdes realizadas no dia
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e hora indicados. Na Figura 47 é possivel visualizar as informagdes disponiveis

para cada item.

FIGURA 47 - INFORMACOES DISPONIVEIS NO HISTORICO DE UM ITEM ANOTADO
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FONTE: O autor (2016).

Na Figura 47 €& possivel observar os itens anotados na data e hora
especificados. Também é exibido o nome do usuario que realizou a anotagao,
informagdo bastante utili em projetos compartilhados, onde mais de um

pesquisador pode anotar informacdes sobre um elemento.

3.5 DOCUMENTAGCAO

Este tdépico destina-se a apresentar os documentos de software
relacionados ao Web GAAT. Inicialmente apresenta-se o MER, Modelo
Entidade-Relacionamento. Por fim € apresentado o fluxograma do sistema, onde

sao especificadas as funcionalidades e entradas de dados.

3.5.1 Disponibilizagao e Instalagao

Para facilitar a utilizacdo do Web GAAT, uma maquina virtual (VM)
contendo a ferramenta instalada e pronta para uso esta disponivel para
download no endereco http://gaatweb.tecnologia.ws/webgaat-vm.zip.

Recomenda-se a utilizagdo do programa VM VirtualBox (VIRTUALBOX,
2017) para execugado da VM. Um atalho para execu¢do do Web GAAT esta

presente na area de trabalho do sistema operacional.
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Alternativamente € possivel baixar o cddigo fonte do Web GAAT para
instalagdo em um servidor de preferéncia. Para isso um arquivo compactado
(ZIP) foi disponibilizado no endereco http://gaatweb.tecnologia.ws/webgaat.zip.
Apo6s o download e descompactagcdo € necessario seguir as instrugbes de
instalagao presentes no arquivo WebGAAT-Installation.txt, localizado no diretorio

raiz.

3.5.2 MER

O Modelo de Entidade-Relacionamento representa os objetos envolvidos
no armazenamento de dados do Web GAAT e como estes se relacionam. De
acordo com a divisdo modular da plataforma, cada conjunto de tabelas é
referente a um dos médulos: Login, Project ou Assembly.

Para o médulo Login, apenas uma tabela foi criada, tblUser, nela sédo
gravados todos os dados do usuario: nome, sobrenome, e-mail e senha. Na
tabela também é gerado um identificador unico para cada usuario, 0 campo
idUser, o qual é utilizado para que projetos sejam associados a um usuario e
também para realizar o compartilhamento de um projeto, indicando aqueles que
podem acessa-lo.

Para o modulo Project, os objetos criados objetivam-se ao
armazenamento de informagdes sobre um projeto e acesso ao mesmo, conforme
tabelas tblProject e tblProjectAccess respectivamente. O campo idUser,
existente em tblProject, € utilizado para associar o projeto ao usuario. Na tabela
tblProjectAccess, o mesmo campo € utilizado para relacionar o projeto ao seu
dono e aqueles que podem acessa-lo.

Por fim as tabelas do médulo Assembly armazenam os dados sobre ORFs
e tRNAs encontrados ou genes preditos e também as informacgbes que foram
anotadas sobre estes elementos. A vinculagdo de uma assembly a um usuario é
realizada por meio do campo idProject na tabela tblAssembly.

O MER pode ser visualizado na Figura 48, onde o conjunto de tabelas de
cada moédulo esta realcado com diferentes cores para melhor visualizagao e

compreensao.



FIGURA 48 - MER
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FONTE: O autor (2016).
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3.5.3 Fluxograma

O fluxo do sistema foi desenhado de acordo com a relagao estabelecida
entre os modulos e sequéncia de atividades a serem desempenhadas.

Inicialmente é necessario que um usuario se registre no Web GAAT. A
partir do momento em que um usuario esta autenticado no sistema, é possivel
que este crie projetos e os compartilhe com outros usuarios. A existéncia de um
projeto, por sua vez, possibilita que arquivos de dados sequenciados sejam
enviados e que os recursos do modulo Assembly sejam utilizados.

Na Figura 49 é possivel observar o fluxograma, onde o fluxo de cada
modulo esta realgado com diferentes cores para melhor visualizagdo e

compreensao.



FIGURA 49 — FLUXOGRAMA
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FONTE: O autor (2016).
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4 EXPERIMENTOS PRATICOS E RESULTADOS

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho, ao analisar diferentes
ferramentas para visualizagdo e anotagdo de genomas, foi evidenciada a
viabilidade do desenvolvimento de um ambiente unico de trabalho. A abordagem
adotada pelo Web GAAT retira do usuario final a necessidade de instalagao dos
programas integrados a plataforma e facilita a utilizagdo destes por meio de uma
interface unica, o que demanda menor tempo para familiarizagao e utilizacao dos
recursos disponibilizados.

Nos topicos a seguir, a partir de um estudo de caso, seréo relatados os
resultados dos programas GLIMMER e tRNAscan-SE, integrados a plataforma,
bem como as ORFs encontradas pelo script e, principalmente, a visualizacéo
destes dados no modelo proposto pelo programa. Também foi realizado outro
teste envolvendo criagdo de usuarios e projetos, para validacdo destes de
cenarios nos quais podem existir projetos individuais ou colaborativos e

diferentes niveis de acesso a diferentes projetos.

4.1 ENVIO DE ARQUIVOS

Para o estudo de caso foi enviado para o Web GAAT um arquivo FASTA
de uma sequéncia hipotética contendo um contig com 5513887 pares de base e
5,6MB de tamanho fisico. Conforme resultados discriminados na Tabela 2, foram
analisados os seguintes fatores:
e Meétodo: Opcao escolhida para busca por ORFs;
e ORFs: Numero de ORFs ou genes preditos encontrados com base no
método escolhido;
e tRNAs: Numeros de tRNAs encontrados pelo tRNAscan-SE;
e Upload: Tempo necessario para envio do arquivo para o servidor;
e Processamento: Tempo necessario para execugcdo dos scripts de
busca por ORFs e tRNAs;
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TABELA 2 - RESULTADOS DOS ARQUIVOS ENVIADOSPARA O CASO DE USO

Método ORFs tRNAs Upload Processamento
(segundos) (minutos)

ATG 34524 55 5,1 12,3

GLIMMER 5215 55 52 4,5

FONTE: O autor (2016).

Nota-se que, no primeiro envio, a quantidade de ORFs encontradas é
maior. Isto ocorre porque o script realiza a busca baseando-se em critérios
textuais, ou seja, qualquer sequéncia de caracteres (bases) iniciando com ATG
e terminando em um cdédon de término, tendo um numero de pares de bases
igual ou maior do que o valor definido pelo usuario, é valida. O tempo de
processamento também €& elevado pois o algoritmo analisa a sequéncia seis
vezes, uma vez para cada frame de leitura. No segundo envio os valores obtidos
sao relativamente menores. Comparando o resultado dos dois processos, &
possivel considerar o GLIMMER como uma melhor op¢do uma vez que o
programa utiliza o Modelo Oculto de Markov para predigéo de genes, sendo este
mais significante do que uma busca puramente textual, além de demandar menor
tempo de processamento para a obtengao dos resultados.

Com relacéo ao tempo de upload, este pode ser considerado satisfatorio,
mas pode variar de acordo com tamanho de arquivo e velocidade de conexao

com a Internet do usuario.

4.2 VISUALIZAGAO E ANOTAGAO

A visualizagdo tem um papel fundamental no processo de analise e
anotacao de genomas. Através dela todas as informacgdes presentes em uma
sequéncia podem ser abstraidas e transformadas em elementos visuais de modo
que o usuario possa analisar e interagir com genes com maior facilidade,
direcionando seu trabalho a areas de interesse conforme organizagao dos dados
apresentados.

No modelo de visualizacdo proposto pelo Web GAAT, os elementos
presentes em uma sequéncia sao distribuidos ordenadamente ao longo de seus
respectivos frames de leitura, levando em consideragao seu inicio e término,

possibilitando assim compreensdo de sua posicdo e tamanho em relagdo a
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porcao do contig analisado. Para este modelo de visualizagdo foram realizados
0s seguintes testes:

1. Visualizagdo de todos os elementos presentes no contig;

2. Visualizagdo de uma porcao do contig e aplicagdo de zoom para

visualizacdo de areas de interesse;

3. Visualizacao de diferentes elementos (features) em meio a sequéncia;

No primeiro teste, visualizagdo de todos os elementos presentes no
contig, nao foi possivel visualizar os resultados obtidos no primeiro com o
primeiro arquivo enviado. A grande quantidade de ORFs encontradas, 34524,
gerou um alto tempo de resposta do servidor, o qual cancelou a requisicao antes
da renderizacao do grafico. Com relagdo ao segundo arquivo enviado, o grafico
gerado pelo Web GAAT exibiu todos os 5215 genes preditos pelo GLIMMER,

conforme Figura 50.

FIGURA 50 - VISUALIZAGAO DE TODOS OS GENES PREDITOS PELO GLIMMER

ECGMM > 1

FONTE: O autor (2016).

E possivel notar na figura que o modelo atendeu o que foi proposto,
possibilitando a visualizagdo e identificacdo de areas do genoma com maior
concentracdo de ORFs ou genes preditos e também quais destes elementos se
destacam pelo seu tamanho em relagao ao contig. Este panorama geral serve
de base para o segundo teste, que consiste em utilizar os filtros Start e End para

limitar uma por¢do do genoma para exibicdo e utilizar o zoom para melhor
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analisar uma regido de interesse. A Figura 51 demonstra a aplicagao deste teste

com os resultados obtidos com o segundo arquivo enviado.

FIGURA 51 - DELIMITACAO DE UMA AREA DE INTERESSE E APLICACAO DE ZOOM

[
—
ECGMM > 1 " | ECGMM > 1 = -

FONTE: O autor (2016).

Na figura, em A, é possivel identificar uma area em vermelho que
corresponde ao grafico exibido em B. Nota-se que o Web GAAT redesenhou
todos os genes preditos presentes na area marcada em A de modo que o grafico
continue a representar toda uma area determinada pelo usuario. Ainda em B, a
area circunscrita corresponde a regido onde foi aplicado o zoom para melhor
visualizacdo dos elementos, conforme exibido em C, onde o ponteiro do mouse
foi posicionado sobre um dos tRNAs encontrados pelo programa tRNAscan-SE.

A mesma metodologia aplicada no segundo teste pode ser utilizada para
resolver o problema apresentado ao tentar visualizar todas as ORFs encontradas
com o primeiro arquivo enviado. A delimitagdo de regides a serem analisadas €,
portanto, um recurso valido, especialmente no caso de genomas longos.

O terceiro teste realizado objetivou-se a analisar a caracterizagao de
elementos em meio ao contig, para identificacao de features especificas ao longo
da sequéncia. O resultado se mostrou satisfatério, visto que o contraste de cores
possibilita o destaque e diferenciagao entre elementos anotados validos, suas

propriedades, e elementos invalidos, conforme Figura 52.
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FIGURA 52 - CONTRASTE ENTRE ELEMENTOS ANOTADOS E ELEMENTOS INVALIDOS.

ECGMM > 1 !

FONTE: O autor (2016).
4.3 CRIA(}AO DE USUARIOS E PROJETOS

Para o teste dos médulos Login e Project, desenvolvidos com a finalidade
de possibilitar o registro de usuarios, projetos e compartilhamento destes a fim
de proporcionar o trabalho colaborativo, trés usuarios foram criados e, para cada

um, foi atribuido um projeto, onde os cenarios descritos na Tabela 3 foram
validados:

TABELA 3 - CENARIOS DE TESTE DOS MODULOS LOGIN E PROJECT

Cenario | Usuario | Projeto | Cenario

1 A PA Usuario A cria e compartilha o projeto PA com B com a
permissao View/Edit e com C com a permissao View.

2 B PB Usuério B cria e compartilha projeto PB com A e C atribuindo a
estes a permissao View/Edit.

3 C PC Usuério C cria o projeto PC e compartilha o projeto com A e B
com a permissao View.

4 D PD Usuario D cria projeto PD e nao realiza nenhum
compartilhamento.

FONTE: O autor (2016).
Em todos os cenarios o resultado foi satisfatorio, conforme esperado
apenas os donos dos projetos puderam realizar o compartilhamento,

adicionando ou removendo usuarios. Usuarios que tinham acesso View/Edit aos
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projetos PA e PB conseguiram enviar arquivos e realizar anotagdo sobre os
dados. Porém apenas os usuarios A e B, criadores dos projetos PA e PB,
respectivamente, tinham permissao para excluir sequéncias enviadas.

Nos projetos PA e PB (cenarios 1 e 2), onde mais de um usuario tinha
permissao para anotar dados, notou-se que o histérico armazenado pelo Web
GAAT é um recurso importante pois este se mostrou muito util ndo apenas para
registro do usuario responsavel pela anotagdo, mas também para manter um
histérico sobre ORFs e genes preditos que foram alterados em diferentes
interacoes.

Por fim, usuarios que tinham permissao apenas para visualizar os dados
(View), ndo conseguiram realizar nenhum tipo de anotacao e, projetos nao

compartilhados, ndo puderam ser acessados por outros usuarios.
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5 CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho prop6s a construgao de uma plataforma Web que reune em
uma unica interface os principais recursos utilizados no processo de analise e
anotagao de genomas de procariotos. Nomeado Web GAAT: Genome Analysis
and Annotation Tool (Ferramenta para Analise e Anotacdo de Genomas), o
software utiliza recursos de VI para possibilitar a visualizagao e interagdo com
dados gendmicos sequenciados obtidos a partir do envio de arquivos FASTA e
GenBank.

Composto por trés moédulos, Login, Project e Assembly, a solugao
proposta foi construida sobre uma arquitetura flexivel que possibilita que os
recursos apresentados possam ser modificados ou que novas funcionalidades
possam ser adicionadas com maior facilidade.

O primeiro moédulo, Login, foi criado com o objetivo de possibilitar que
usuarios possam se registrar e utilizar o programa.

O mdédulo Project foi direcionado a necessidade de criagao de projetos de
analise e anotagcdo de genomas, possibilitando que pesquisadores possam
trabalhar em projetos individuais ou em projetos compartilhados, onde varios
usuarios podem acessar dados sequenciados de um mesmo organismo, realizar
anotacdo ou apenas acompanhar o andamento das atividades.

Por fim, o médulo Assembly foi desenvolvido para possibilitar a busca
automatica por ORFs, tRNAs ou predicao de genes a partir do envio de um
arquivo FASTA. O moddulo retira do usuario a necessidade de utilizar os
programas GLIMMER e tRNAscan-SE ao executar os programas
automaticamente e possibilitar que o usuario interaja com os resultados em uma
interface simples e intuitiva.

O modelo de visualizagdo de dados gendmicos sequenciados adotado
pelo modulo Assembly, fundamentado em recursos da Visualizagdo da
Informagao, mostrou-se bastante satisfatério ao possibilitar a analise de regides
completas ou parciais de genomas, permitindo ao usuario identificar dados ja
anotados e areas com maior ou menor concentragao de elementos.

Outro recurso do modulo Assembly que se mostrou bastante util é a

gravagao de histérico sobre dados anotados, o que busca oferecer maior
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seguranga no trabalho em equipe, pois permite analisar alteragbes em
determinado elemento ao longo de um projeto.

A divisdo modular do Web GAAT teve como objetivo facilitar rotinas de
manutengdo e também possibilitar que novas funcionalidades possam ser
adicionadas a plataforma sem a necessidade de grandes alteragbes, o que
aumenta a vida util do programa. Neste ponto, é possivel citar alguns caminhos
para desenvolvimento futuro, os quais agregariam valor ao programa. Sao eles:

e Implementacdo de um genome browser como o Artemis para analise
e anotagao das ORFs encontradas e genes preditos;

e Implementagdo de funcionalidades que permitam manipular as
sequencias, como por exemplo alterar a posigao de inicio;

e Possibilitar execu¢do local do BLAST, com um banco especifico
definido pelo usuario;

e Disponibilizagao de outros recursos, como o RBSFinder (SUZEK et al,
2001), utilizado para encontrar sitios de ligagcdo com ribossomos em
genes e genomas bacterianos, usualmente executado a partir de
resultados do GLIMMER,;

O cumprimento de todos os objetivos propostos pelo trabalho, os quais
foram descritos ao longo dos capitulos 3 e 4, resultaram em um software com
potencial para utilizacdo no cotidiano de pesquisas relacionadas a analise e
anotacdo de genomas. A constante evolugado das tecnologias relacionadas a
analise genémica pode trazer novos recursos ao Web GAAT, consolidando o
objetivo principal do software, de ser uma plataforma que fornega ferramentas
importantes por meio de uma interface unica e funcional, possibilitando que
usuarios possam atuar com maior foco em pesquisas, obtendo melhores
resultados.

Em relagdo ao programa GAAT, acredita-se que seu forte legado,
fundamental para o desenvolvimento deste trabalho, pode ser substituido pelo
Web GAAT, principalmente a partir da adicdo de novos recursos que podem

enriquecer o que foi produzido.
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