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RESUMO

A transcricdo de varios genes bacterianos € regulada por fatores sigma alternativos
da RNA polimerase como o sigma 54 ou sigma N. A sequéncia consenso
(mrNrYTGGCACG-N4-TTGCWNNw) do fator sigma 54 esta localizada 12 pares de
bases acima do sitio de iniciacdo da transcricao e as bases mais conservadas estao
localizadas nas posigdes -25/-24 (GG, 100% de conservagao) e -13/-12 (GC, 96% de
conservagao). Algumas abordagens utilizando modelos ocultos de Markov (HMM)
sdo reportadas em literatura para identificacdo de sequéncias promotoras em
genomas completos. No entanto, estes métodos ndo apresentam resultados
satisfatérios. Neste teste utilizamos um algoritmo que pré-seleciona candidatos a
promotores sigma 54 baseando no padrao de conservagao. Os candidatos séo entao
classificados utilizando uma rede neuronal artificial treinada com um conjunto de
sequéncias de promotores sigma 54 validados e um conjunto de sequéncias
improvaveis composto por metade apresentando o dois nucleotideos “GG” e “GC”
mais conservados e a outra metade com bases aleatérias. O método foi testado com
0 genoma da bactéria Herbaspirillum seropedicae, resultando em 3148 sequéncias
candidatas com os padrdes de conservagao “GG” e “GC”. Dentre estes, 126 sao
considerados regides verdadeiras de ligagado do fator de transcricdo sigma 54 pela
rede neuronal. Todas as sequéncias validadas de fatores sigma 54 em H.
seropedicae foram identificadas pelo programa . Portanto, nossa abordagem é capaz
de detectar fatores de transcrigdo sigma 54.

Palavras-chave: Sequéncia de nucleotideos. DNA. Fator sigma. Promotor.



ABSTRACT

The transcription of many bacterial genes is regulated by alternative sigma factors of
the RNA polymerase such as the sigma 54 or sigma N. The consensus sequence
(mrNrYTGGCACG-N4-TTGCWNNw) of the sigma 54 promoter is located 12 base
pairs upstream of the transcription start site and the most conserved bases are
located at the positions -25/-24 (GG, 100% conservation) and -13/-12 (GC, 96%
conservation). Several approaches using Hidden Markov Models (HMM) have been
reported in the literature to identify promoter sequences in whole genomes. However,
these methods frequently do not show satisfactory results. In this test we used an
algorithm that pre-sort candidates for sigma 54 promoter sequences based on the
presence of the conserved motifs. The candidates are then screened using an
artificial neural network trained with a set of validated sigma 54 promoter sequences
and another set of improbable sequences composed by half showing the two
dinucleotides “GG” and “GC” most highly conserved and the another half with random
bases. We also tested the method in the whole genome sequence of the bacterium
Herbaspirillum seropedicae, resulting in 3148 candidate regions with the conserved
GG and GC motifs. Out of these, 126 were considered true sigma 54-dependent
promoter by the trained neural network. All the validated sigma 54 promoters of H.
seropedicae were identified by our software. Therefore, our approach is capable of
reliable detection of sigma 54 promoters.

Keyword: Nucleotide sequence. DNA. Sigma factor. Promoter.
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1. INTRODUGAO

1.1. BIOINFORMATICA

Ao longo dos anos a informatica vem se tornando uma area do conhecimento
muito importante para todos nos, fazendo associagdes com diversas outras areas,
ajudando-as a chegar a lugares nunca esperados. Com a Biologia nao foi diferente,
a associagao entre estas duas areas deram origem a uma nova area interdisciplinar,

a Bioinformatica.

Esta nova area do conhecimento auxilia no processamento da grandiosa
quantidade de dados e informagdes que a Biologia Molecular, um ramo da Biologia

que gera sequéncias genémicas.

Para o Centro Nacional de Informagbes para Biotecnologia (NCBI, sigla em
inglés) o conceito de Bioinformatica € o campo da ciéncia no qual a Biologia, a
Ciéncia da Computagédo e a Tecnologia da Informagao se unem para formar uma
unica disciplina, sendo o seu objetivo final do campo a descoberta de novos

conhecimentos biolégicos (NCBI, 2004).

Também para o NCBI, a Biologia do século XXI esta sendo transformada de
uma biologia baseada somente no laboratério para uma ciéncia da informagao, e a

Informatica ajuda no entendimento de varios processos biolégicos (NCBI, 2004).

Segundo Fox (2009), a Bioinformatica deve envolver a integragdo de
computadores, ferramentas de software e bancos de dados em um esforgo para o
direcionamento de questionamentos biologicos. Assim, a bioinformatica é a
conversdao de informacgdes bioldgicas em modelos computacionais processaveis
(FOX, 2009).

A Bioinformatica como uma nova area de conhecimento, trouxe empolgagao
para a classe ciéntifica, pela possibilidade de imersdao em um mundo totalmente
novo e desconhecido (FOX, 2009). Para Bayat (2002), a Bioinformatica é uma
mateéria interdisciplinar que abrange varias areas do conhecimento como Biologia,

Medicina, Matematica, Fisica, Ciéncias da Computacao e Estatistica.



14

O profissional da area de Bioinformatica deve ter conhecimentos especificos
nas disciplinas Biologia e Ciéncias da Computacédo, detendo a capacidade de
entender assuntos relacionados a Biologia Molecular além da aptiddao de
desenvolver softwares ou utilizar outros desenvolvidos por terceiros. Algumas das
atividades realizadas por esta nova disciplina envolvem estudar e simular o
metabolismo de células, construir arvores evolutivas, estudar estruturas
tridimensionais de moléculas, analisar imagens e sinais biolégicos (ARAGUAIA,
2011).

A Bioinformatica remete a década de 1960, quando a pesquisadora Margaret
Dayhoff (1925-1983) organizou e disponibilizou o primeiro atlas de sequéncias
protéicas, publicado com o seguinte titulo Atlas of Protein sequence and structure
(DAYHOFF, 1969 apud FOX, 2009). Outro grande feito para a Bioinformatica da
mesma pesquisadora foi o desenvolvimento da PAM (Point Accepted Mutation) em
1966, sendo uma matriz para a substituicdo de aminoacidos, esta que € largamente

utilizada até os dias de hoje.

Os avangos no campo da computacao trouxeram varias facilidades para a
Bioinformatica, podendo-se armazenar uma maior quantidade de dados com
qualidade e velocidade no processamento das informagdes. Com os
aprimoramentos na tecnologia houve um aumento do numero de projetos de
montagem de genomas. Um exemplo € o proprio genoma humano com o seu
sequenciamento anunciado no dia 26 de junho de 2000, 5 anos antes da data que

fora anunciada em 1987.

Para efeito de comparagdo um gene com uma média de 12 mil pares de
bases, hoje leva menos de um minuto para ser sequenciado, ha trés anos a mesma
sequéncia levaria cerca de uma hora e por fim ha 20 anos, a mesma tarefa levaria

um ano para ser concluida (VOGT, 2003).

As principais bases de dados que armazenam informagdes para a
Bioinformatica sdo o NCBI (Centro Nacional para Informacdes de Biotecnologia,
sigla em inglés), EMBL (Instituto Europeu de Bioinformatica, sigla em inglés) e por
ultimo, mas ndo menos importante o DDBJ (Base de dados de DNA do Japao, sigla

em inglés).
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O objetivo destas bases de dados é o fomento e armazenamento de dados
importantes para o desenvolvimento das mais variadas atividades recorrentes ao
estudo como armazenamento de dados, analise e manipulagdo de dados genéticos

e a analise da transcri¢cao e seus reguladores.
1.2. TRANSCRIGCAO

Durante o processo de transcricio um sistema enzimatico converte a
informagédo genética de um segmento de DNA em uma fita de RNA com uma
sequéncia de bases complementares a uma das fitas do DNA (Nelson e Cox, 2000),
ou seja, a transcrigdo faz a passagem de informagdes contidas na molécula de DNA

para uma simples fita de RNA.

A transcricdo assemelha-se a replicacdo em seu mecanismo quimico
fundamental, sua polaridade e seu uso de um molde, possuindo também
semelhangas em suas fases, iniciagdo, elongagdo e terminagdo (Nelson e Cox,
2000).

As regides a serem transcritas possuem sinalizadores, que sdo sequéncias
reguladoras especificas que indicam o ponto onde deve ser iniciada a transcricéo e
onde deve ocorrer a terminacao e também qual fita de DNA sera utilizada como fita
molde, sendo a fita antiparalela a fita molde recebe o nome de fita codificadora
(Nelson e Cox, 2000).

O processo de transcricdo gera varios tipos de RNAs, podendo ser RNA
mensageiro (RNAm), o RNA transportador (ou de transferéncia, RNAt) e o RNA
ribossomal (RNAr), além destes trés tipos existem outros RNAs sintetizados no

processo de transcricdo, sendo estes trés os mais importantes.
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e RNA mensageiro - representam apenas 2% de todo o RNA presente
nas células, codifica a sequéncia de aminoacidos de um ou mais
polipeptidios especificados por um gene ou um conjunto de genes.

e RNA transportador - |1é a informagéo codificada no RNA mensageiro e
leva os aminoacidos correspondentes a ela, até os ribossomos, para a
sintese da cadeia polipeptidica crescente durante a sintese das
proteinas.

e RNA ribossomal - € o RNA constituinte do ribossomo, que séo

maquinas celulares que sao responsaveis pela sintese das proteinas.

A transcricao é realizada por uma holoenzima denominada RNA polimerase,
sendo esta DNA dependente. Sendo presente em procariotos e em eucariotos.

Neste ultimo estando presente trés tipos de RNA polimerase (Nelson e Cox, 2000).

A nova fita de RNA ¢é sintetizada na dire¢cao 5°-> 3°, antiparalelo a fita molde
de DNA, os nucleotideos sao adicionados respeitando interagdes de pareamento de
bases Watson-Crick, havendo uma substituicdo do ligante timina com a adenina, no

caso havendo o pareamento da uracila (Nelson e Cox, 2000).

A RNA polimerase pode ser isolada nas células de duas formas, completa
com as cinco subunidades, formando a holoenzima completa, ou apenas com quatro
delas, formando a apoenzima (KUMAR, 1981), sendo elas, B e B~ (beta e beta linha),
formam o centro catalitico da enzima e estdo presentes em todas as fases da
transcricdo, duas subunidades a (alfa), estas quatro formando a apoenzima e a
ultima, a subunidade, ou fator, o (sigma), que quando ligada as demais forma a
holoenzima, assim demonstrado na Figura 1, esta subunidade ndo sendo fixa na
RNA polimerase e reconhecendo o sitio de ligagdes ao DNA especificas, regides
denominadas promotoras (WOSTEN, 1998).
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FATOR SIGMA

APOENZIMA HOLOENZIMA

FIGURA 1 - FIGURA ILUSTRATIVA DA LIGACAO DO FATOR SIGMA A APOENZIMA FORMANDO
A HOLOENZIMA
FONTE: Genetica On Line (2012)

O processo de transcricido € dividido em quatro etapas, sendo elas o
reconhecimento do promotor, a iniciagdo, a elongacao e a terminagéo da transcrigéo
(KUMAR, 1981, VON HIPPEL, 1984).

O reconhecimento do promotor é feito pelo fator sigma da RNA polimerase e a
partir deste local sera formado o complexo aberto e dada a iniciagdo da transcrigao,
a elongacgédo ocorre apds a liberagdo do fator sigma pela RNA polimerase e a
apoenzima percorre a sequéncia realizando a sua coépia. A terminacao se da quando
o transcrito forca o seu desligamento da molécula de DNA, dependente de fator

protéico ou n&o, como demonstrado na Figura 2.



Transcricao
DNA A \y/
e 5
Terminador
@ Ligacéo
3)
5,"
Fita € Iniciacio
codificadora
5 / 3
gl \ | 5
Fita RNA )
molde €) Elongacao
5 — 3
go— A
RNA ” l
5!—
3f_
5!
0O Terminagéo
5’_ 3’
31_ + 5!
5 3
RNA transcrito

Figura 2- IMAGEM ILUSTRATIVA DO PROCESSO DE
TRANSCRICAO FONTE: O autor (2012)
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1.3. REGULAGAO DA TRANSCRIGAO EM PROCARIOTOS

A célula ndo € uma ilha, ndo estando isolada do ambiente no qual esta
inserida respondendo a sinais intra e extracelulares. Estes sinais sao captados e
respondidos de acordo com a necessidade de adaptagdo que os organismos sao
submetidos como a variagcdo de temperatura, de pH, de osmolaridade e
disponibilidade de nutrientes (PARKINSON,1993; STOCK, NINFA E STOCK, 1989).

Essas redes de transducao de sinal sdo formadas por proteinas capazes de
interagir entre si para produzir respostas condizentes ao ambiente (STOCK,
ROBINSON & GOUDREAU, 2000).

As respostas adaptativas das bactérias modificam o comportamento da
transcricdo, modificando quais enzimas s&o transcritas para reorganizar o
metabolismo celular. Para esta resposta as principais vias metabdlicas tém as
atividades de suas enzimas alteradas (WHITE, 2000) reorganizando o fluxo
metabdlico de acordo com o novo ambiente. Apds ocorre mudangas mais profundas
havendo modificagdo do padrdo da expressdo génica em resposta aos sinais
recebidos resultado em um novo conjunto de proteinas transcritas (STROCK, NINFA
e STROCK, 1989).

Para atuacdo deste mecanismo de sinalizacdo e regulagdo, a célula
desenvolveu alguns sistemas de monitoramento dos sinais, um exemplo é o sistema
regulador de dois componentes. Neste sistema, um dos componentes funciona como
sensor e outro como regulador, fornecendo aos organismos a capacidade de
perceber, interpretar e responder aos sinais (STOCK, ROBINSON, GOUDREAL,
2000; FOUSSARD et al, 2001; GALPERIN, 2004).

Neste contexto, a proteina sensora atua como quinase ou fosfatase onde
através do processo de fosforilagdo ou desfosforilagdo sinalizando ao outro
componente, este por sua vez atuara como regulador, promovendo ou reprimindo a
transcricdo (WEST E STOCK, 2001).

Como exemplos de regulacdo de transcricdo que ocorre no processo da

fixagdo bioldgica de nitrogénio, podemos citar os genes nfrBC(NIXON, RONSON e
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AUSUBEL, 1986). Neste processo, a fungao de sensor é atribuido a proteina ntrB a

funcao de regulador do processo de transcrigao € a proteina nitrC.

As proteinas que possuem a funcdo ativagdo da transcricdo atuam
juntamente com os fatores sigmas para a iniciagdo da transcricdo regulando os

genes a serem utilizados no processo.

1.4. FATORES SIGMA

Os fatores sigma s&o subunidades da RNA polimerase capazes de
reconhecimento do promotor, assim somente a holoenzima completamente formada
€ capaz de fazer a ligagdo com a molécula de DNA e fazer as mudancgas
conformacionais necessarias para a separagcao da dupla fita e iniciagcdo da
transcricao (ISHIHAMA, 1990).

Os fatores sigma facilitam a transcrigdo em pontos especificos da sequéncia
do DNA fazendo a ligacdo com a RNA polimerase completando a holoenzima e
entdo realiza o reconhecimento da regido especifica de ligagao a sequéncia de DNA.
A holoenzima abre a dupla hélice para a iniciagdo do processo de transcricao
(DOUCLEFF et al, 2005).

Esse ciclo de ligacdo com os fatores sigma ajuda no aprimoramento do
metabolismo celular nas respostas as mudangas que ocorrem no ambiente onde as
células estdo inseridas, além das respostas aos sinais, orquestrando o
desenvolvimento da célula utilizando conjuntos diferentes de genes transcritos
(MOONEY, 2005).

Os fatores sigma sao subdivididos em duas grandes familias, a familia sigma
70 (o70), relacionada com a manutengao/sobrevivéncia da célula (MOONEY, 2005)
e familia sigma 54 (054) ou proteina rpoN, uma familia de fatores sigmas
alternativos (BARRIOS et al, 1999). Eles sdo denominados em relacdo ao peso
molecular do primeiro membro da familia identificado (DOUCLEFF et al, 2005 apud
WOSTEN, 1998).
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A ligacado da apoenzima ao fator sigma 70 constitui a Holoenzima que tem a
capacidade de inicializag&o da transcrigdo por si mesma, pois consegue completar a
formagdo do complexo aberto (McClure, 1985; GRALLA, 1990). Quando a
apoenzima se liga ao sigma 54, nao existe a mesma capacidade de formagao do
complexo aberto, e ha a necessidade de ligagdo com outros fatores protéicos para a
ativacao da transcrigdo (SASSE-DWIGHT & GRALLA, 1988; MORETT & BUCK,
1989; POPHAM et al., 1989 e MORETT & SEGOVIA, 1993).

Estudos realizados em Escherichia coli, reportaram a presenca de sete
fatores sigma formadores de duas familias principais de fatores sigma. A familia do
sigma 70, constituida por seis destes fatores, o préprio sigma 70 (o70) mais os
fatores sigma 38 (038), sigma 32 (032), sigma 28 (028), sigma 24 (024) e sigma 19
(019). O ultimo fator identificado nos estudos € o fator sigma 54 (054) unico que
compde a familia do sigma 54 (WOSTEN, 1998).

Cada uma das familias de fatores sigma reconhece uma regiao de ligagao ao
DNA especifica, ndo havendo possibilidade de uma familia se ligar a regiao de
ligacdo da outra. Outras caracteristicas que diferenciam as familias sédo a

isomerizagao e a regulagao (BARRIOS et al, 1999).

O sitio de ligacdo da familia sigma 70 compreende os hexametros
posicionados nas bases -35 e -10 em relacdo a primeira base de transcrigcao,
diferente do que ocorre para a familia do sigma 54 onde a holoenzima reconhece as
bases -24 e -12, também em relagado a primeira base de transcricdo (BARRIOS et al,
1999).

Os padrdes de conservagao para as regides de ligacdo para os sigmas 70 e
54 estdo demonstrados na Figura 3.
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Sigma 70
+1 —10 -35
[— e
*_| 3
Primeira base de Sequéncia de
transcricao DNA
TTGACA TATAAT
Sigma 54
+1 —24 e

— L 1 —
Sequéncia de

Primeira base de DMNA
transcricdo

mMrNrY TGGCACG TTGCWNNw

FIGURA 3- REPRESENTACAO GRAFICA DAS SEQUENCIAS CONSENSO PARA OS FATORES
SIGMA 70 E 54

FONTE: Adaptado de Potvin (2005) e referéncias de Harley e Reynolds (1987), Helmann (1995),
Graves & Rabinowitz (1986) e Barrios et al (1999).

Os fatores sigma pertencentes a familia sigma 70 sao subdivididos em quatro
grupos estruturalmente relacionados, mas funcionalmente diferentes (WOSTEN,
1998; LONETTO, GRIBSKOV & GROSS, 1992). Os fatores sigma pertencentes ao
grupo 1, realizam a transcricdo de genes responsaveis pela manutencdo da
sobrevivéncia da célula, ja os pertencentes aos grupos 2 e 3 transcrevem genes
responsaveis pela resposta a sinais apropriados, que fazem parte do ultimo grupo

possuem fungdes extracelulares.

Aqueles fatores que pertencem a familia do sigma 54 apresentam pouca ou
nenhuma semelhangca com outras familias. Até 1986 acreditava-se que o o054
estivesse ligado somente a regulagcéo da transcrigdo de genes responsaveis pelo

metabolismo de fontes alternativas de nitrogénio, mas posteriormente outras fungdes
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foram atribuidas a ele. Entre estas fungdes esta a degradagao de tolueno e xileno,
transporte de acidos de carboxilicos, captagcao de hidrogénio, construgao de flagelos,

sdo algumas das novas fungdes atribuidas.

A regido de ligacado a molécula ndo sofre muitas mutagdes apresentando uma
grande conservagao nas bases mais presentes. No estudo realizado por Barrios et
al; (1999), a base disposta na posi¢cao -24, chega a conservagéo de 100%, e a
menor conservacao presente nas bases posicionadas nos locais -13/-12 com 96%
de conservacdo. Ja a base posicionada na base -25 apresenta conservagao de 99%
assim formando os dois dinucleotideos com maior conservagao presente no

promotor do sigma 54.

1.5. FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio € um elemento quimico encontrado em abundancia na atmosfera
terrestre, compreende aproximadamente 80% da mesma, estando em uma forma
estavel, inerte, onde apenas alguns seres vivos s&o capazes da realizagdo de

assimilagao do mesmo em forma gasosa (HOWARD e REES, 1996).

Estando presente em aminoacidos, proteinas, DNA, RNA e outras estruturas
celulares, o nitrogénio € deveras importante para todos os seres vivos, levando-o
assim a um alto patamar de relevancia no processo de fixagcdo biolégica de

nitrogénio.

A fixacao biolégica de nitrogénio é responsavel por 65% de todo o nitrogénio
fixado e 10% é resultado de processos naturais, como raios, erupgdes vulcanicas e
radiagao ultravioleta (HUNGRIA e CAMPO, 2005 e MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).
Os outros 25% restantes séo resultantes de processos industriais em forma de

adubo quimico, constituindo um processo de alto custo.

Economicamente, a fixagdo biolégica de nitrogénio também tem sua
importancia, ja que é utilizado como fertilizante natural para o desenvolvimento de

culturas como, sorgo, arroz, cana de agucar, milho, entre outros.
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O processo de fixagdo consiste na quebra da tripla ligacdo entre as duas
moléculas do dinitrogénio realizado pelo complexo enzimatico denominado

nitrogenase onde bactérias reduzem o dinitrogenio (N2) atmosférico em amdnia

(NH3). (POSTGATE et al).

A relacdo estequiométrica da reacdo catalisada pela nitrogenase é
representada na seguinte equacao (BURRIS, 1991).

N2 + 8H™ + 8™ + 16MgATP — 2NH4" + H2 + 16MgADP + 16Pi

O processo de fixagao biolégica de nitrogénio requer grande quantidade de
energia, e por esta razdo requer um elevado grau de regulagédo, principalmente a

nivel transcricional.

Esta regulacao da transcricado dos genes que realizam a fixagao bioldgica do
nitrogénio, genes nif, ocorre através do gene nifA e do fator de transcricdo sigma 54
(DIXON e KHAN, 2004). A expressao do nifA é regulada pelos produtos de genes
que atuam em cascata. Este grupo de proteinas recebe o nome de sistema

regulatério de nitrogénio, ou simplesmente nir.

O sistema ntr é constituido por sete proteinas, que incluem o sistema de dois
componentes, ntrBC, as proteinas Pll, GInB e GInK, as enzimas uridilidtransferase
GInD, adenililtransferase GInE e a glutamina sintetase, GIhA (MERRICK e
EDWARDS, 1995).

Os organismos capazes de realizar a fixagado bioldgica de nitrogénio sao
todos procariotos, Bacteria e Arquea, e receberam a denominacdo de diazotréfos
(POSTGATE, 1982).
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1.6. DIAZOTROFOS

Os organismos diazotroficos s&o encontrados entre diferentes reinos. No reino
bactéria pode ser dividido entre bactérias de vida livre, bactérias associativas e
bactérias simbidticas (EVANS & BURRIS, 1992). Estas ultimas por sua vez ainda

podem ser divididas entre as facultativas e as obrigatdrias (BALDANI et al; 1997).

Os primeiros organismos descritos como fixadores bioldgicos de nitrogénio
eram encontrados na rizosfera e no rizoplano (DOBEREINER, 1992). Outros
organismos que foram identificados como diazotréficos habitam o interior da planta e
por esta acdo sdo chamados de endofiticos (OLIVARES et al, 1996; REINHOLD-
HUREK et al, 2000; URETA et al, 1995).

A utilizagdo de bactérias diazotroficas para o fornecimento de compostos
nitrogenados para as culturas pode substituir a utilizacdo de fertilizantes
nitrogenados, diminuindo assim a poluigdo de aguas, solo e atmosfera e contribuir

para a redugao nos custos de produgédo (PEDROSA, 2005).

Em um estudo realizado por Young (1992) foi descrita uma série de bactérias
que realizam o processo de fixagcdo biolégica de nitrogénio. Este estudo tem sido
utilizado como base para varios outros trabalhos relacionados como o de GEHLEN
(2011), por exemplo, sendo desenvolvido um protocolo para a procura de genes nif
presente em diversas bactérias depositadas no banco de dados do NCBI utilizando

de redes neurais artificiais.

Algumas das bactérias listadas como fixadoras bioldgicas de nitrogénio sao:
Azospirillum brasiliense, Azospirillum amazonense e Herbaspirillum seropedicae.

Este ultimo sendo utilizado como referéncia para o desenvolvimento deste trabalho.
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1.7. Herbaspirillum

Herbaspirillum é género bacteriano que foi isolado durante buscas realizadas
em rizosfera e raizes de cereais (BALDANI et al; 1984). Inicialmente estas bactérias
foram classificadas no género Azospirillum devido a semelhangas entre as mesmas,
mesmo tendo menor tamanho e baixa mobilidade (BALDANI et al; 1984). Entretanto,
hibridizagdes RNA-RNA demostraram que néo havia relagao filogenética entre elas, o
que permitiu a criagdo de um novo género bacteriano, Herbaspirillum (FALK et al;
1986).

O género Herbaspirillum apresenta caracteristicas como ser diazotrofico,
endofitico, podendo ser encontrados tanto em tecidos vegetais quanto em érgaos. As
espécies sao geralmente vibridide, mas pode apresentar formato helicoidal; tem uma
maior tolerancia a variagdo de pH do que o género Azospirillum, podendo crescer
entre pH 3 a 8,0; possui de um a trés flagelos em um ou em ambos os polos; seu
diametro pode variar de 0,6 a 0,7 um e o comprimento de 1,5 a 5 ym (BALDANI et al;
1986).

O nome Herbaspirillum surgiu em referéncia ao habitat do micro organismo
vindo do latim significado de para herbas de planta herbacea e spirillum pequena
espiral (BALDANI et al; 1986).

Atualmente o género Herbaspirillum & constituido por diversas espécies entre
elas Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans (BALDANI et al,
1996). Herbaspirillum frisingense (KIRCHHOF et al; 2001), Herbaspirillum putei,
Herbaspirillum huttiense, Herbaspirillum autotrophicum (DING e YOKOTA et al; 2004),
Herbaspirillum lusitanum (VALVERDE et al; 2003) e Herbaspirillum chlorophenolicum
(IM et al; 2004).
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1.8. Herbaspirillum seropedicae

H. seropedicae, além das caracteristicas do género Herbaspirillum, € um
micro-organismo muito moével perto de uma fonte de O2 e o crescimento na presenga

de N2 é mais lento que no género Azospirillum (BALDANI et al; 1986).

Como todas as espécies do género, H. seropedicae € uma proteobactéria da
classe B (YOUNG et al, 1992). Esta espécie recebeu o seropedicae em homenagem
a cidade de Seropédica localizada no Estado do Rio de Janeiro, onde foi
originalmente isolada (BALDANI et al; 1986). A Figura 4 mostra a bactéria

Herbaspirillum seropedicae.

H. Seropédica, € uma bactéria endofitica, apresentando uma baixa
sobrevivéncia em solos naturais (OLIVARES et al; 1996). Esta associagdo podendo
ser estabelecida nas sementes, por propagagao vegetativa ou de residuos vegetais
mortos (BALDANI et al, 1992; OLIVARES et al, 1996). Esta espécie de diazotrofo é
capaz de se associar com gramineas, de grande importancia agricola como trigo,
milho, sorgo, cana de acgucar e outras plantas como banana, abacaxi e outras
(BALDANI et al, 1986; YOUNG et al, 1992; CRUZ et al, 2001).

Por essa caracteristica a bactéria pode ser utilizada como biofertilizante,
tornando-se de grande importancia econdmica. Esta finalidade foi demostrada em
trabalhos realizados onde regides ficaram por varios anos sem fertilizagao
nitrogenada e foram reportadas sinais de fixagao biolégica de nitrogénio, levando a
crer na acado de bactérias endoliticas como o Herbaspirillum seropedicae
(DOBEREINER et al; 1992).
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FIGURA 4- ELETROMICROGRAFIA DA BACTERIA DE Herbaspirillum seropedicae
FONTE: (BALDANI, 1986).

O genoma completo da estirpe SmR1 de Herbaspirillum seropedicae foi
sequenciado e anotado pelo Programa Genoma no Parana (Consorcio Genopar,
www.genopar.org). Ele €& constituido por um unico cromossomo que contém
5.513.887 pares de bases, G+C de 63,4% e um total de 4,804 genes (PEDROSA et
al, 2011).

Como em outros diazotrofos, em H. seropedicae a transcricdo dos genes nif
(nifB, nifHDK) requer a presenca do fator de transcricdo 054 para a ativagdo do
processo de transcricdo (MERRICK, 1992; MACHADO et al, 1996; PEDROSA et al,
1997).



29

1.9. REDES NEURAIS ARTIFICIAIS

Redes neurais artificiais sdo técnicas computacionais que implementam uma
abordagem de aprendizado semelhante a de seres vivos, simulando o funcionamento
do sistema nervoso humano se referindo a capacidade de aprendizagem com as mais

diferentes agdes, adquirindo conhecimento através da experiéncia e observagoes.

Para Rezende (2003, p. 142) as redes neurais artificiais sdo modelos
matematicos que se assemelham as estruturas neurais bioldégicas e que tem
capacidade computacional de adquiridas por meio de aprendizagem e generalizagao.
Para Nievola (1998, p. 12) as redes neurais consistem em uma abordagem de
inteligéncia artificial para as solugbes de problemas que tem por base o modelo de

inteligéncia conhecido: o cérebro humano.

Com a grande complexidade das redes neurais biolégicas, possuindo bilhdes
de neurdnios, enquanto que as redes artificiais apenas apresentam de dezenas a
milhares de unidades de processamento, a limitagdo deste método € a velocidade de

aprendizagem.

Os neurdnios das redes artificiais, que podem ser chamados de nds ou nodos,
sao interconectados imitando o funcionamento do cérebro humano, sendo dispostos
em camadas e conectados a um ou mais neurbnios. Essas conexdes possuem pesos
para o nivelamento da resposta com uma facilidade de adaptacdo, imitando o
funcionamento das sinapses humanas (HAYKIN, 1999). Assim os neurbénios s&o

fundamentais para o processamento nas redes neurais (HAYKIN, 2001).

Nas Figuras 5 e 6 € mostra um neurbnio biolégico e um modelo de rede

neuronal artificial, respectivamente.
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FIGURA 5—- NEURONIO BIOLOGICO
FONTE: Adaptado de Fausett (1994)

X ’E‘-‘r‘k;? ) Funcio de
g Atrvacio
X, Y ¢
Dados de — ) Saida
ados = y
entrada{ ‘;‘9(1 k ¥
Xm i I -
e o Wign}— Fungdes
. s dos Pesos
. Pesos
smapticos

FIGURA 6- DESENHO REPRESENTATIVO DE UMA REDE NEURONAL ARTIFICIAL
FONTE: Adaptado de Haykin (2001)
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Estruturalmente as redes apresentam uma disposicdo em paralelo, para que
quando houver uma falha de um ou mais neurdnios os demais possam assumir o
processamento utilizando uma rota diferente e minimizando os efeitos da falha para o
resultado do processamento da rede neural, com isso fazendo o procedimento de

tolerancia a falhas.

Portanto, o meio de aprendizado utilizado para o reconhecimento do padrao de
conservagao dos fatores sigma 54 a partir dos candidatos selecionados pelos
algoritmos foi a rede neuronal artificial pela sua facilidade de aprendizagem e

precisdo na resposta obtida.

1.10. EXTRAGAO DE CARACTERISTICAS

A extragao de caracteristicas € uma técnica utilizada para o aprendizado de
maquina, esta pode ser entendida como qualquer medic&o util extraida no processo
de identificacdo de um padrao. Podendo ser simbdlicas, numéricas ou dos dois tipos

ao mesmo tempo. As variaveis sendo continuas ou discretas (SOUZA, 1999).

Na técnica de extragcdo de caracteristicas € selecionado um subconjunto das
funcionalidades disponiveis para a aplicagdo destes a um algoritmo de aprendizagem.
O melhor conjunto € aquele que apresenta uma melhor precisdo com uma baixa
quantidade de dimensbdes (SEWELL, 2007).

As seguintes abordagens para extracdo de caracteristicas podem ser
utilizadas segundo Sewell (2007)

Forward selection; O processo € iniciado sem nenhuma variavel e elas sao
adicionadas uma a uma, com o erro diminuido a cada etapa de diminui¢gdo do erro.
O processo é parado quando o erro ndo é diminuido de forma significativa.

Backward selection: No inicio do processo estédo todas as variaveis presentes. Estas
sendo removidas uma a uma sendo o erro diminuido até ser estabilizado. Até que

em uma remogao nao diminua o erro de forma significativa.
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Para a bioinformatica a extracdo de caracteristicas se tornou uma importante
aliada no desenvolvimento de suas aplicagdes, deixando de ser um mero exemplo
ilustrativo (SAEYS, 2007).

1.11. FAN

A rede neural Free Associative Neurons, ou FAN, com tradugao livre para
neurdnios de associacdo livre foi desenvolvida por pesquisadores brasileiros e

primeiramente publicada no ano de 1997.

As redes FAN s&o hibridas contendo suas bases nas redes conexionistas,
modelagem difusa e representagdo de padrdes, Além de ter bases nas nogbes de
aprendizado neural. O grande poder das redes FAN se da pela sua granularidade de
informacgéo facilitando a aprendizagem da rede através desta caracteristica (RAITTZ,
1998).

Nas redes FAN cada padrao que entra € expandido de forma a cobrir de forma
difusa a sua vizinhanga, assim sendo, cada conjunto de entrada acaba por se tornar
uma grade com os valores originais sendo o ponto de imprecisdo entre as classes
proximas. O aprendizado da rede é realizado pela projegédo de toda a rede difusa no
espaco FAN. Para cada classe do dominio do problema existe uma classe FAN,
sendo representada por uma grade com todas as combinagdes possiveis presentes
entre os conjuntos difusos. No treinamento cada célula é representada por uma célula
difusa que contém o peso correspondente a sua frequéncia de ocorréncia e grau de
pertinéncia. O treinamento € baseado no reforgo da célula, se a classificacdo for

correta, ou no esquecimento se for errada (RAITTZ, 1997).

Gragas a essa facilidade com o trabalho com reconhecimento de padrdes a
rede neural FAN foi escolhida para este trabalho podendo reconhecer as classes

para a classificacdo com maior facilidade.

Um exemplo de utilizacdo da FAN é o FControl, sendo um sistema inteligente

para a detecgao de fraudes em comercio eletronico (COELHO, 2006)
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1.12. MLP

As redes neuronais Multilayer perceptrons (perceptrons de multicamada, sigla
em inglés) sao redes neuronais que mapeiam conjuntos de entradas de dados em
conjuntos de saida apropriados. Estas redes vém sendo aplicadas em diversas areas

com sucesso, como no reconhecimento de padrdes e processamento de sinais.

Uma rede do tipo MLP é constituida de um conjunto de nés fonte, os quais
formam a camada de entrada de dados na rede, uma ou mais de uma camada oculta
e uma camada de saida. A camada de entrada é a unica nao constituida por

neurdnios e assim nao possuindo capacidade computacional (HAYKIN, 1994).

As redes multilayer perceptrons sao progressivas, ou seja, a saida de uma
camada alimenta unicamente a entrada da proxima camada sem a presenga de
realimentagcdo, assim o sinal se propaga através da rede de forma progressiva
(HAYKIN, 1994).

Outra caracteristica das MLPs é o algoritmo de treinamento de
backpropagation que se baseia na heuristica de aprendizado por corre¢éo do erro,
sendo o erro retro propagado das camadas de saida para as camadas ocultas
(HAYKIN, 1994).

1.13. HMM

Os modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Models, sigla em inglés) é
muito utilizado nas ciéncias aplicadas e na engenharia. E sdo dois processos
estocasticos, o primeiro € uma cadeia de Markov sendo este oculto. J&a o segundo
produz sequéncias de simbolos observaveis a cada momento (RABINER & JUANG,
1986).

Esta técnica é aplicada nas mais diversas areas como, por exemplo: identificar
regides de interesse em codigos genéticos, classificacdo de proteinas, classificar

textos, identificacdo de sinais linguisticos, dentre outras.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver ferramenta computacional capaz de identificar regides promotoras
reguladas pelo fator sigma 54 (054) da RNA polimerase, utilizando redes neurais

artificiais para a classificacdo dos candidatos em genomas de bactérias.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar o padréo de conservagao de bases reconhecido pela holoenzima
formada em ligacdo com o fator sigma 54 (054).

Desenvolver um programa computacional para a busca de candidatos a

sequéncias de regides promotoras com padrao de conservagao do sigma 54.

Gerar dois conjuntos de dados aleatdrios. Um com as bases mais conservadas
presentes nas sequéncias confirmadas em literatura. E um segundo conjunto com

bases completamente aleatdrias.

Treinar de redes neurais, MLP, FAN para comparagao de resultados e

escolha do modelo a ser aplicado.

Integracdo da rede neural artificial com o algoritmo de selec¢do para testes de
buscas de sequencias reguladas pelo fator sigma 54 (054).

Buscas de regides de falsos positivos classificados erroneamente pela rede

neural.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado um computador fornecido
pela Universidade Federal do Parana — UFPR fabricado pela Lenovo de modelo:
M90-P e um notebook de proprio fabricado pela LG de modelo: R590, a descrigao

dos microcomputadores esta contida na tabela 1.

TABELA 1- LISTAGEM DAS CONFIGEJRAQOES DOS COMPUTADORES UTILIZADOS DURANTE
O DESENVOLVIMENTO DA APLICACAO

Lenovo ThinkCentre M90P Lg R590-5700
Plataforma Sff Notebook
Processador Core i5 650 (3,2Ghz) Core i7 740QM (1,73Ghz)
Meméria 4Gb DDR3 6Gb DDR3
Disco Rigido 320Gb 640Gb (HDD) + 120Gb (SSD)

FONTE: O autor (2012)

3.1. MATLAB

O software mais utilizado para o desenvolvimento deste trabalho foi o
MATLAB, nome vindo do inglés com o significado de Matrix Laboratory. Segundo a
desenvolvedora do programa, MathWorks, o MATLAB é uma linguagem
computacional técnica de alto nivel e um ambiente interativo para o desenvolvimento
de algoritmos, visualizacdo e andlise de dados e computacdo numeérica
(MATHWORKS, 2011).

O Matlab pode ser utilizado para um grande leque de aplicagbes como
processamento de sinais e imagens, comunicagao, controle de desing, medi¢ao e
teste, modelamento e analise financeira e computacdo biologica (MATHWORKS,
2011).

Para o desenvolvimento destas atividades o MATLAB conta com diversos
tipos de bibliotecas que contém varias fun¢des desenvolvidas pela Mathworks, como
por exemplo, a Toolbox de Bioinformatica. Em complemento a todas estas

bibliotecas disponibilizadas pela desenvolvedora, programadores espalhados pelo
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mundo fazem o desenvolvimento de novas fungdes complementares para o
acréscimo das atividades utilizando o MATLAB.

3.2. MICROSOFT EXCEL

Em paralelo ao MATLAB o Microsoft Excel também foi bem utilizado para a
implementacéo deste trabalho. O mesmo fora empregado na tabulagdo em planilhas
eletrbnicas dos resultados obtidos e criagdo de graficos que representassem as

respostas obtidas pela execuc¢ao do algoritmo.

O Microsoft Excel faz parte da suite de aplicativos para escritério chamada
Office desenvolvidos pela Microsoft e segundo a mesma o Excel possibilita a analise,
o gerenciamento e o compartiihamento de informagdes ajudando a tomada de
decisdo (MICROSOFT, 2011).

3.3. EASYFAN

Com a escolha da rede neural FAN para a realizagcao deste trabalho o Software
utilizado para a classificagdo dos grupos foi o Easyfan. Este software tem a
capacidade de suportar aprendizado supervisionado e permite a visualizagao grafica
das caracteristicas e dos neurdnios das redes treinadas (SOURCEFORGE, 2012).

A rede neural foi treinada de acordo com as caracteristicas requeridas pelo
programa, os conjuntos de dados foram divididos entre trés grupos, cada uma deles

contendo padrdes verdadeiros e falsos, sendo eles os grupos de treinamento e teste.

O programa foi utilizado para a classificagcdo em verdadeiro ou falso para os

candidatos coletados no genoma avaliado, a partir da rede treinada.
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3.4. ARTEMIS

Para a visualizagao dos resultados obtidos a partir da execug¢ao da aplicacao
desenvolvida neste trabalho foi utilizado o programa Artemis que foi desenvolvido
pelo instituto Sanger (http://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis/).

Este programa é utilizado para a visualizagado de sequéncias de DNA e como
uma ferramenta para a anotagao de genomas, podendo apresentar o resultado de
uma unica analise ou de um conjunto delas (RUTHERFORD, 2000).

O programa pode ser executado nas mais diversas plataformas
computacionais, Microsoft Windows, Apple Mac OS ou Linux ja que € um programa
desenvolvido em linguagem Java possuindo assim um alto grau de portabilidade
(RUTHERFORD, 2000).

No programa podem ser utilizados tipos de dados, sendo eles do Genbank ou
EMBL. Além de ser utilizado localmente pode estar contido em um site na internet
através de uma applet do java (RUTHERFORD, 2000).

3.5. AMOSTRAS VERDADEIRAS E FALSAS DE LIGAGAO DO FATOR
DE TRANSCRIGAO

Para o treinamento da rede neural os dados de promotores verdadeiros foram
coletados em literatura, sendo eles confirmados biologicamente e com as pesquisas
em bibliografia foi obtido um total de 445 sequéncias verdadeiras em diversos

organismos, como demonstrado na Tabela 2.

TABELA 2- QUANTIDADE DE SEQUENCIAS DE LIGAQAO AO FATOR DE TRANSCRIGAO SIGMA
54 ADQUIRIDAS COM SUAS RESPECTIVAS REFERENCIAS

Quantidade Referéncia

189 sequéncias BARRIOS et al, 1999

36 Sequéncias STUDHOLME et al, 2000
220 Sequéncias LEANG et al, 2009

FONTE: O autor (2012)
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Apos a aquisigcao dos dados contidos em literatura e com a continuagao da
busca por sequéncias chegou-se a um banco de dados com os resultados obtidos
em estudos realizados em diversas bactérias para a localizagao de sitios de ligagéo

de fatores sigma 54.

Este banco de dados foi levantado pelo pesquisador Kyle Conway (2009) no
laboratorio de pesquisas da universidade de Ottawa Canada, o banco de dados
pode ser acessado a partir do link www.sigmab4.ca.

Dentro destas planilhas continham as sequencias resultantes dos
experimentos com um total de 5662 sequéncias, estes dos quais alguns exemplos

apresentados na tabela 3.

TABELA 3- EXEMPLOS DE REGIOES DE LIGAGAO DO FATOR DE TRANSCRIGAO SIGMA 54
RETIRADAS DO BANCO DE DADOS UTILIZADO PARA O TREINAMENTO DA REDE NEURONAL

Bactéria Gene Sequéncia
E. coli str. K-12 substr.

MG1655
rpoH CTGGCACAGTTGTTGCT
prpB GTGGCACACCCCTTGCT
ginK CTGGCACACCGCTTGCA
ginA TTGGCACAGATTTCGCT

B. subtilis subsp. subtilis str.
168

levD TTGGCACGATCCTTGCA
acoA CTGGCACACTTCTTGCA
rocD TTGGCACAGAACTTGCA
rocA ATGGCATGATTCTTGCA

FONTE: O autor (2012)

As sequéncias falsas foram geradas aleatoriamente a partir de fungdes
desenvolvidas no MATLAB, estas com o tamanho apropriado e dividido entre dois
grupos para cobrir a maior quantidade possivel de casos falsos. Os grupos foram

divididos da seguinte forma.
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e Grupo 1 — Contém a mesma quantidade de bases encontrada para o
padrao verdadeiro e também as bases com maior conservagao
segundo BARRIOS et al (1999). Grupo gerado a partir de fungao
desenvolvida no MATLAB, exemplo na tabela 4.

e Grupo 2 — Também contém a mesma quantidade de bases, mas se
diferencia por ndo conter as bases conservadas assim sendo composto
por bases completamente aleatérias. Grupo gerado a partir da fungao
DNARAND do MATLAB, exemplo na tabela 4.

TABELA 4— SEQUENCIAS IMPROVAVEIS OU FALSAS RETIRADAS COMO EXEMPLO DOS
GRUPOS 1 E 2 UTILIZADOS PARA O TREINAMENTO DA REDE NEURONAL

Grupo Sequéncia Sigma 54

1

TGGTCGGGCGCAGGCT

TGGCTATAACCCTGCC

AGGTTTGGATTCCGCG

TGGATTCATATGGGCG

CATTCATCTAGTGGGT

TCGGAATTCAAAGCAA

CAGCACCCATAAGGCT

TAAGAACACTCACAGT

FONTE: O autor (2012)

Estes conjuntos demonstrados na tabela 4 foram utilizados para a construgao

dos conjuntos de treinamento e teste no treinamento da rede neural.

3.6. TREINAMENTO DA REDE NEURAL

A rede neural foi treinada utilizando o programa EasyFan empregando os
conjuntos criados a partir da jungdo dos conjuntos de sequéncias verdadeiras e
falsas, foi utilizado as especificagdes originais do programa apenas fazendo
pequenas alteragbes no peso para o padrdo verdadeiro afim de se conseguir um

melhor resultado do treinamento.
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As caracteristicas dos dados foram extraidas por uma fungéo desenvolvida no
MATLAB para que com estes atributos a rede neuronal possa reconhecer e

classificar as regides candidatas.

O resultado deste algoritmo € composto de um vetor de 19 colunas, as 16
primeiras sdo respectivamente as bases nitrogenadas traduzidas para numeros,

seguindo a tabela 5.

TABELA 5- TRADUCAO DE BASES NITROGENADAS PARA NUMEROS

Bases Numeros
A 0.0
C 1.0
G 2.0
T 3.0

FONTE: O autor (2012)

As trés ultimas colunas s&o preenchidas respectivamente com o valor do
alinhamento contra a sequéncia consenso retirado do banco de dados utilizado para o
treinamento da rede, alinhamento contra o anti-consenso retirado do mesmo banco e
o ultimo valor é sorteado aleatoriamente para a classificagdo entre verdadeiro ou falso
para a rede neuronal.

Tomando uma sequéncia como exemplo, a tabela 6 apresenta o resultado da
extracdo de caracteristicas para a mesma.

TABELA 6 — EXEMPLO DE EXTRACAO DE CARACTERISTICA

Tipo

Sequéncia TGGTCGGGCGCAGGCT

Tradugdo da sequéncia para niumeros 3.02.02.3.01.02.02.02.01.02.01.002.0
2.01.03.0

Alinhamento contra o consenso das 111.5

sequéncias

Alinhamento contra o anti-consenso das 0.02

sequéncias

Valor sorteado para a classificacao 1.0

FONTE: O autor (2012)

Na tabela 7 sdo apresentados alguns exemplos de sequéncias submetidas a
extracao de caracteristicas.
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TABELA 7— EXEMPLOS DE SEQUENCIAS SUBAMETIDAS A EXTRACAOD E CARACTERISTICAS

Sequéncia Resultado

TGGTCGGGCGCAGGCT 3.0 202.3.01.02.02.02.01.02.01.002.02.01.03.0111.50.02
TGGCTATAACCCTGCC :138 2.02.01.03.003.0001.01.01.03.02.01.0 1.0 48.5 0.0004
AGGTTTGGATTCCGCG (1)(2)0 2.03.03.03.02.02.003.03.01.01.02.01.02.00.7578
TGGATTCATATGGGCG g81 = 1'2.0 2.003.03.01.003.003.02.02.02.01.02.00.3298
CATTCATCTAGTGGGT (1):801 1.00 3.03.01.003.01.03.002.03.02.02.02.03.00.0002
TCGGAATTCAAAGCAA 380125 2.02é?0 003.03.01.00002.01.0000.0272 1.7413 2.0
CAGCACCCATAAGGCT 1.0 0201.001.01.01.003.0002.02.01.03.00.7578 0.1435
TAAGAACACTCACAGT 28 002.0001.001.03.01.001.002.03.00.0272 0.0051 2.0

FONTE: O autor (2012)

ApOs a extracao de caracteristicas os dados foram submetidos ao treinamento
da rede em si, o processo que foi realizado diversas vezes até chegar a um nivel de

confiabilidade da rede neural desejado.

Estes testes foram realizados utilizando dois tipos de redes neurais para a
identificacdo de qual tipo seria utilizado no programa, verificando-se aquela que
apresentava uma melhor qualidade nos resultados. Os tipos utilizados para teste

foram a MLP (Multilayer percptron) e a FAN (Free Associative Neurons).

A comparacao entre os tipos de redes neurais foi realizada com o objetivo de
escolha da melhor rede a ser utilizada para a resolugcéo do problema considerando a
quantidade de acertos a que cada uma alcangava para uma melhor identificagdo dos

candidatos a fator sigma 54.

Durante os testes realizados a FAN apresentou um melhor resultado sendo
assim escolhida entre as duas testadas para ser utilizada no processamento dos

candidatos garantindo uma melhor confiabilidade ao resultado.

Na tabela 8 se observa uma comparacao entre as duas redes testadas,

exibindo a superioridade do resultado apresentado pela rede neural FAN.
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TABELA 8- TABELA COMPARATIVA ENTRE AS REDES NEURONAIS PARA A DECISAO DE
QUAL REDE SERIA UTILIZADA NO DESENVOLVIMENTO DA APLICACAO

MLP FAN

Percentual de acerto 95.19% 97.95%
FONTE: O autor (2012)

Nas tabelas 9 e 10, que sdo um complemento da tabela 8, € demonstrada as

matrizes de confusao paras as duas redes neurais testadas.

TABELA 9- MATRIZ DE CONFUSAO DA REDE NEURONAL MLP

Classificacao Classificagao falsa Total

verdadeira
Dado verdadeiro 92,15% 7,85% 2831
Dado falso 3,29% 96,71% 5662
Total geral 8493

FONTE: O autor (2012)

TABELA 10— MATRIZ DE CONFUSAO DA REDE NEURONAL FAN

Classificagao verdadeira Classificagao falsa
Dado verdadeiro 95,51% 4,49%
Dado falso 2,09% 97,91%

FONTE: O autor (2012)

Mesmo apés a incorporagao da rede neural no programa, alguns testes ainda
se faziam necessarios para garantir a qualidade dos resultados, assim varias redes

foram treinadas com diferentes configuragcdes nos arquivos de entrada.

Foram sendo alteradas as quantidades de sequéncias de promotores

utilizados tanto do grupo das verdadeiras, como das sequéncias falsas.

O treinamento final da rede levou 12h seguidas de processamento, tempo
estipulado para o EasyFan identificar a melhor relacdo de acertos/erros para o

padrao inserido na rede.
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3.7. GENOMAS

Todas as sequéncias de genomas utilizadas neste trabalho foram adquiridas
no FTP do NCBI. O genoma da bactéria Herbaspirillum seropedicae esta identificado
sob o numero de acesso NC_014323.

No inicio do desenvolvimento do programa eram utilizados dois arquivos por
genoma. Um terceiro passou a ser utilizado na ultima versdo do programa em

substituicdo aos dois primeiros.

O primeiro arquivo é formado pelo cabecalho e pela sequéncia completa do
genoma estudado, estd em formato fasta e € utilizado para a copia das regides

intergénicas.

O segundo arquivo, em formato multi-fasta, contém as ORFs que estdo dentro
do genoma e um cabegalho para cada uma das ORFs. identificando as regides

codificadoras.

O terceiro arquivo, em formato Genbank substitui os outros dois, pois contém
todas as informacbes necessarias para a execugao da aplicagdo em um unico

arquivo.

3.8. DESENVOLVIMENTO DA FERRAMENTA S54FINDER

Muitos algoritmos foram desenvolvidos para a execugao deste trabalho sendo
eles desde leitura dos arquivos que contém o genoma completo do organismo
estudado, passando por algoritmos para a obtengédo dos candidatos e chegando até

o final com a seleg&o dos candidatos para treinamento e teste das redes neurais.

Para a obtencdo da versdo definitiva do algoritmo, muitas versdes
intermediarias foram desenvolvidas, modificando de uma versao para outra a forma

de obtencao dos candidatos, quais arquivos seriam os de entrada do software e os
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arquivos de manipulagcdo de dados para a entrada da rede neural e sua forma de
chamada.

Na primeira versdo desenvolvida nao foi apresentado um grande
aprimoramento l6gico para a realizagdo das buscas pelos fatores sigma 54, apenas
contando com a selecdo de candidatos que estivessem no tamanho padronizado e

com as bases mais conservadas presentes nos locais corretos.

Este padrao foi retirado da publicagdo sobre este fator de transcricdo
desenvolvido por BARRIOS et al (1999) com o seguinte padrdao de conservacgao
MrNrYTGGCACGNnnnTTGCWNNw. Deste, as bases mais conservadas e o
tamanho total de quatorze pares de bases formaram a string que é procurada nas

moléculas de DNA bacteriano.

A representagao da Figura 7 demonstra como seria o promotor a ser buscado.

14 pares de bases

nnnnnnGGnnnnnnnnnnGCnnnn
10 pares de bases

FIGURA 7- NDISPOSIGAO DAS BASES CONSERVADAS NO PROMOTOR DO FATOR DE
TRANSCRICAO SIGMA 54
FONTE: O autor (2012)

A partir da segunda versdo do algoritmo foram sendo realizadas varias
alteracdes na logica de programacgéo para o melhoramento das respostas trazendo
uma maior fidedignidade a resposta do algoritmo.

As alteragbes mais importantes foram sendo realizadas nas versbées mais
recentes com a adaptacédo de varias informagdes adquiridas em bibliografia, como
mutacgdes que possam ocorrer na regido de ligagao do fator sigma.

Dentre estas atualizagbes das versdes foram desenvolvidas vinte e duas
versdes sem a utilizagdo de redes neuronais artificiais e mais dezoito versdes
contendo esta ultima funcionalidade.

Para a validagao dos resultados foram utilizadas algumas regides promotoras
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ja publicadas em literatura (SOUZA et al, 1991; BARRIOS et al, 1999; SCHWAB et al, 2006),
estas regides servem para a confirmag¢ao do método de forma a validar as buscas. A
tabela 11 lista as regides com os respectivos genes regulados.

TABELA 11— REGIOES DE LIGACAO CONFIRMADAS BIOLOGICAMENTE

Gene Sitio de ligacdo do sigma 54 Referéncia

nifA GGGCATGAAGTTTGCT SOUZA et al, 1991
nifB TGGCACGGTTTTGGCT SOUZA et al, 1991
nifH TGGCACGGCATTTGCA BARRIOS et al, 1999
glnA TGGCATGGAATCTGCT SCHWARB et al, 2006

FONTE: O autor (2012)

Para as mais variadas versdes desenvolvidas algumas apresentam
alteragbes importantes em relagcdo as demais como na apresentacdo dos
resultados, melhoria na sele¢cdo de candidatos e adicdo de redes neurais. Estas
alteracdes sdo mostradas na tabela 12.

TABELA 12- RELACIONA AS VERSOES DA APLICAGCAO COM AS ALTERAGOES E MARCOS
IMPORTANTES

Versdo Informacgéao

28352 Nao apresenta resultados.

6% a 122 Otimizacao do algoritmo de pré-selecao.

1528 Divisdo na analise em ambas as orientagdes
do DNA.

162 Implementagao da area de avaliagao variavel.

172 Adicdo do limite minimo para a area de
avaliagcao.

192 Alteracdo no algoritmo de pré-selecao
tornando-o mais flexivel.

228 Adicao da rede neural artificial.

39?2 Adicao da rede com melhor treinamento.

408 Implementagdo da selecdo de numero
minimo de bases conservadas e arquivos de
entrada em formato GENBANK.

FONTE: O autor (2012)

Ao final da execucao da aplicagao o resultado € armazenado em quatro
diferentes arquivos, estes listados na tabela 13.
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TABELA 13- LISTA O FORMATO DOS ARQUIVOS E SEUS CONTEUDOS

Formato

Contetido

1 em formato genbank (.gbk)

Posicao dos candidatos classificados como
verdadeiros pela rede neural.

2 em formato texto (.txt)

Nome das ORF s respectivas as sequéncias
classificadas como verdadeiras, um para
cada orientagao.

1 em formato matlab (.mat)

Armazena os dados da execugado para
posterior avaliacao.

FONTE: O autor (2012)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagdo desenvolvida neste trabalho sera apresentada e tera os seus
resultados discutidos e comparados entre os resultados das versdes construidas
durante o desenvolvimento, além da comparagdo com outras aplicagdes que

desempenham os mesmos tipos de buscas.

4.1. FLUXO DE EXECUGCAO DO PROGRAMA DESENVOLVIDO

Os algoritmos desenvolvidos seguem uma ordem determinada de execugéo,
com dados de entrada e saida para cada algoritmo, essa ordem é respeitada para um
6timo funcionamento do programa. Essa ordem de execugdo € demonstrada na

Figura 8.

( ] \ /
S54Finder <% Entdl':::sue

h 4

Principal ¥ Pre processament a

&

Manipula Sequencia («

— candidatz54

Seleciona Candidatos
> candidatos [~ para padrio

k

| slquery
[rede neural]

— Testa rede

Retira vazios el

algueryivec

Inosis2gbk [« pasis2gbk

A4

Separa arientaco

Fing

FIGURA 8- ILUSTRAGAO DO FLUXO DE EXECUCAO DO PROGRAMA DESENVOLVIDO
FONTE: O autor (2012)
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Na proxima secao deste trabalho serda explicado o funcionamento dos

algoritmos e a fungédo que cada um desempenha durante a execugao da aplicagéo.

4.2. EXPLICACAO DAS FUNCOES

Cada algoritmo desenvolvido para o programa desempenha uma fungéo unica

dentro da execugédo do mesmo, a tabela 14 apresenta o nome e a fungdo executada

de cada um dos algoritmos desenvolvidos.

TABELA 14- DESCRICAO DOS NOMES DAS FUNGCOES E COM SUAS RESPECTIVAS FUNGCAO

NA APLICACAO

Nome Funcao

S54Finder Interface do programa.

Principal Funcado principal da execugdo do programa

chama todas as outras fungoes.

Pré-processamento

Aquisi¢do de posicionamento das ORF’s

Manipula sequencia

Substitui bases das ORF's por letras “Z”.

Seleciona candidatos

Seleciona a intergénica de cada ORF e seus
candidatos.

Candidats54

Seleciona os candidatos dentro da intergénica ja
copiada pela fungao acima.

Candidatos para padrao

Padroniza os candidatos para o teste com a rede
neural.

Testa rede Envia os candidatos selecionados para a rede
neural.
Slquery Chama a rede neural e testa os candidatos.

Slquery2vec

Alinha os resultados da funcao anterior em vetor

Retira vazios

Retira ORF’s que ndo possuam candidatos em
suas regides intergénicas.

Separa orientagao

Separa os candidatos de acordo com a
orientagdo da sequéncia.

Lposis2gbk Organiza os resultados para a criagdo do arquivo
.GBK.
Posis2gbk Gera o arquivo .GBK resultante a execugéo da

aplicacao.

FONTE: O autor (2012)
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4.3. INTERFACE

Depois do desenvolvimento de todos os algoritmos que fazem parte do
programa, a interface para o mesmo foi desenvolvida contendo as informagdes

necessarias para a execugao do programa, como demonstrada na Figura 9.

B Sigma 54 Finder

Sigma 54 Finder

(— Parameter: — painel

_ Recoil

s (mc—
T

— Intergenic

— Conserved bases

(") 3 Bases () 4 bases

| Name Result

GBK Loaded: Niormak

Complementary:

Name: Time

FIGURA 9 - FIGURA ILUSTRATIVA DA INTERFACE CRIADA PARA A UTILIZACAO DO PROGRAMA
FONTE: O autor (2012)

A figura demonstra todas as informacdes que devem ser inseridas como a
quantidade de bases a serem utilizadas para as buscas, a quantidade de bases

conservadas que devem ser inseridas na busca entre outros parametros.

Explicando mais detalhadamente os parametros e opgcdes a serem inseridos e

0 seu papel durante a execuc¢ao da aplicacdo sao demonstrado na tabela 15.
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TABELA 15- RELACAO ENTRE AS OPCOES DA INTERFACE E SUAS RESPECTIVAS FUNGOES

PARA A EXECUCAO DA APLICACAO

Opcéao

Funcgao

Recuo (Recoil)

Recuo na primeira base a ser avaliada durante a
busca, levando ao programa a buscar apenas a
partir dela, utilizando uma distancia minima entre
a primeira base da ORF e a primeira base onde
sera efetuada a busca pelo candidato a fator
sigma 54, possui o valor padrao de zero, néo
havendo assim recuo.

Intergénica (Intergenic)

Tamanho da regido intergénica utilizada na
busca, pode variar de acordo coma necessidade,
aumentando a quantidade de bases gera uma
maior quantidade de candidatos e assim
elevando o tempo de execucgao.

GBK Carrergado (GBK Loaded)

Mostra qual arquivo GBK esta carregado para a
execugao do programa, somente mostra o
arquivo quando o mesmo esta carregado.

Nome (Name)

Nome dado aos arquivos de resposta da
execucao da aplicacdo, sendo atribuidos aos
arquivos .GBK e .MAT que contém as
informacgdes de saida da aplicacao.

3 Bases e 4 Bases

Selecdo entre a quantidade de bases
conservadas que sao consideradas na selecao
de candidatos.

Normal (Normal)

Mostra a quantidade de candidatos a fator sigma
54 presentes na fita normal.

Complementar (Complementary)

Mostra a quantidade de candidatos a fator sigma
54 presentes na fita complementar.

Tempo (Time)

Tempo de execugdo da aplicagdo, medido em
minutos.

Carregar (Load)

Cerraga o arquivo GBK para a execugao da
aplicacéo.

Limpar (Clear)

Limpa as informagdes contidas nos campos,
preparando pra uma nova execucao.

Vai (GO) Inicia a execugao do programa, so inicia apos a
insercao de todos os parametros, evitando assim
erros durante a execugao.

Fechar (Close) Fecha a aplicacao.

FONTE: O autor (2012)
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4.4. PRE-SELEGAO DE CANDIDATOS

Para a primeira versdo desenvolvida apenas para as regides intergénicas de
alguns genes selecionados da bactéria Herbaspirillum seropedicae, 32 no total.
Foram encontradas um total de 108 sequéncias candidatas das quais poucas eram

de fato regides promotoras.

Neste primeiro teste apenas uma pequena parte do genoma bacteriano foi
coberta, justificando um teste completo envolvendo o genoma completo da bactéria

resultando no numero de candidatos apresentados na tabela 16.

TABELA 16- NUMERO DE CANDIDATOS A REGIOES DE LIGACAO DO FATOR SIGMA 54
RESULTANTE DA EXECUQAO A PRIMEIRA VERSAO DA APLICACAO UTILIZANDO O GENOMA
COMPLETO DA BACTERIA Herbaspirillum seropedicae

Orientagao N° de Candidatos
Normal 61191
Complementar 60552

FONTE: O autor (2012)

Com a evolugao do trabalho varias versdes para a aplicagdao foram sendo
desenvolvidas com alguns aprimoramentos em varias partes gerando uma grande
quantidade de diferentes resultados com uma variagdo no numero de candidatos a
regides de ligacdo do fator de transcricdo. A comparagdo entre os resultados é

apresentada na tabela 17.

TABELA 17- COMPARACAO ENTRE O NUMERO DE CANDIDATOS A REGIOES DE LIGACAO DO
FATOR SIGMA 54 ENTRE ALGUMAS VERSOES DO PROGRAMA, UTILIZANDO O GENOMA
COMPLETO DA BACTERIA Herbaspirillum seropedicae

Versao N° de candidatos
112 3045
122 1418
132 2709
192 1959

FONTE: O autor (2012)
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Apos algumas outras alteragdes no algoritmo passando a ter uma variagao
no tamanho da regido intergénica que é avaliada pelo algoritmo de pré-selecao de
candidatos, mostrando o resultado na Tabela 18. Ainda com a confirmacdo da
presenca de algumas regides intergénicas confirmadas biologicamente.

TABELA 18- COMPARACAO DA QUANTIDADE DE CANDIDATOS PARA CADA TESTE COM A
VARIACAO DO TAMANHO DA REGIAO INTERGENICA AVALIADA COM A CONFIRMACAO DA
PRESENCA DE REGIOES PROMOTORAS QUE POSSUEM CONFIRMACAO BIOLOGICA

Tam. Normal Complement. nifA nifB nifH glnA
50 212 176 - - - -
100 811 746 - X -
125 1093 993 - X -
150 1324 1238 - X -
175 1536 1445 X X - X
200 1790 1682 X X X X
250 2225 2091 X X X X
300 2680 2498 X X X X
400 3545 3376 X X X X

FONTE: O autor (2012)

Além da variacdo da regido intergénica avaliada um limite minimo foi
implementado para evitar a pré-selecdo de falsos positivos pelo algoritmo de pré-
selegcdo, gerando uma nova tabela 19 ainda apresentando as regides confirmadas

biologicamente.

TABELA 19- COMPARAGAO DA QUANTIDADE DE CANDIDATOS COM A VARIAGAO DO
TAMANHO DA REGIAO INTERGENICA AVALIADA E LIMITE MINIMO DE DISTANCIA PARA AS
ORFS E CONFIRMACAO DA PRESENCA DE REGIOES PROMOTORAS QUE POSSUEM
CONFIRMACAO BIOLOGICA

Tam. L.C. Normal Comple. nifA nifB nifH glnA
200 - 1790 1682 X X X X
200 10 1685 1646 X X X X
200 25 1536 1519 X X X X
200 50 1324 1233 X - X X
250 - 2225 2091 X X X X
250 10 2147 2055 X X X X
250 25 2005 1928 X X X X
250 50 1790 1642 X - X X

FONTE: O autor (2012)
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4.5. ADICAO DE REDES NEURONAIS ARTIFICIAIS

O grande numero de candidatos a regido de ligagado do fator de transcricao
sigma 54 comprova que somente o algoritmo de pré-selecao de candidatos nao foi
capaz de classificar como verdadeiros ou falsos os candidatos pré-selecionados.

Para cumprir essa funcéo de classificagdo foram adicionadas ao algoritmo as

redes neurais artificiais para o contorno desta limitagcdo encontrada.

A tabela 20 lista alguns treinamentos da rede neuronal FAN.

TABELA 20- COMPARAGAO ENTRE OS TREINAMENTOS PARA A ESCOLHA DA MAIS
APROPRIADA PARA INCORPORACAO A EXECUCAO DA APLICACAO

Teste Verdadeiros | Verdadeiros | Falsos Falsos Acertos de |Acertos
Positivos Negativos Positivos | Negativos | Verdadeiros | de Falsos

1 7795 16021 169 300 97,88% 98,16%

2 7768 16037 153 327 98,07% 98,00%

3 7809 16022 168 286 97,89% 98,25%

4 7786 16024 166 307 97,91% 98,12%

FONTE: O autor (2012)

Apos a escolha da rede neuronal que apresenta um melhor comportamento
frente aos candidatos pré-selecionados, novos testes foram realizados para a
comparagao com as versdes da aplicagcao desenvolvidas anteriormente. A tabela 21
apresenta uma comparacdo do numero de candidatos encontrados por algumas

versdes da aplicagdo com e sem 0 uso de redes neuronais.

Algumas regides promotoras sofreram algumas mutagdes assim nao
possuindo uma das quatro bases mais conservadas. Para que o algoritmo de pré-
selegcdo considerasse estas regides como sendo possiveis candidatos a regides de
ligacdo para o fator sigma 54. Passou a ser adotada uma variagdo entre trés ou
quatro bases gerando um novo conjunto de resultados cujos s&o apresentados na
tabela 21.
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TABELA 21- COMPARAGCAO DO NUMERO DE CANDIDATOS ENCONTRADOS ANTES E APOS
ADOGCAO DE REDES NEURAIS ARTIFICIAIS. COM A ADICAO DE SELEGAO DO NUMERO DE
BASES CONSERVADAS

Fita normal Fita complementar
12 versao 61191 60552
192 versao 976 983
382 sem rede neural 1628 1520
382 com rede neural 219 213
392 sem rede neural 1628 1520
402 com 3 bases conservadas 166 115
e rede neural
402 com 4 bases conservadas 74 52
e rede neural

NOTA: Sequéncias e nomes das sequéncias candidatas a fator de transcrigdo sigma 54 da
402 versdo com 4 bases conservadas e rede neural estdo listadas nos apéndices 1 e 2.
FONTE: O autor (2012)

4.6. COMPARAGAO COM OUTRAS APLICAGOES

Outras aplicagdes disponiveis e ja publicadas realizam buscas em genomas
do mesmo padréo de conservagao das regides de ligagdo ao fator de transcrigdo
sigma 54, entdo a comparagao com estes métodos serve para a validagdo do

meétodo desenvolvido neste trabalho.

A primeira ferramenta a ser comparada € o GenomeMatScan, desenvolvida
por Cases (2003) e utiliza de modelos ocultos de Markov como motor de suas
buscas.

Testes empregando o genoma bacteriano do Herbaspirillum seropedicae no
GenomeMatScan sao apresentados nas tabelas 22 e 23 exibindo as sequéncias
candidatas identificadas para a regido compreendida da regido intergénica do nifS
até a regiao intergénica do nifA.



95

TABELA 22- SEQUENCIAS IDENTIFICADAS PELO GENOMEMATSCAN COMO REGIOES
PROMOTORAS DO TRECHO DA FITA NORMAL DE HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE DA
REGIAO INTERGENICA DO NIFS ATE A REGIAO INTERGENICA DO NIFA

Sequéncias Gene
TGGCATGCTCTTTGCT nifS
TGGCACATGAATTGCT nifVv
TGGTCCAACCCTTGCA Nao identificada.”
TGGGATAGACCTTGCA Nao identificada.**

* - Regido identificada dentro da regiao codificadora do gene fdxB.
** - Nao existe regido codificadora proxima.
FONTE: O autor (2012)

TABELA 23- SEQUENCIAS IDENTIFICADAS PELO GENOMEMATSCAN COMO REGIOES
PROMOTORAS DO TRECHO DA FITA COMPLEMENTAR DE HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE
DA REGIAO INTERGENICA DO NIFS ATE A REGIAO INTERGENICA DO NIFA

Sequéncias Gene
TGGCATGGTTTTGGCT Hsero 2872
GGGCATGAAGTTTGCT nifA
TGGCACGGTTTTGGCT nifB
TGGTGCGCATGTTGCA N&o identificado.”
TGGCCAGTGAATTGCA N&o identificado.**
TGGTACGCGCCATGCA N&o identificado.***
TGGCACGGCATTTGCA nifH
TGGCCCTCGTATTGCT N&o identificado.****
TGGGATAGACCTTGCA Nao identificado.*****

* - Regido identificada dentro da regido codificadora do gene Hsreo 2867.
** - Regiado identificada dentro da regiao codificadora do gene Hsreo_2860.
*** - Regido identificada dentro da regiédo codificadora do gene Hsreo_2855.

*kkk

*kkkk

FONTE: O autor (2012)

Para a mesma

apresentando o resultado na tabela 24.

- Regiao identificada dentro da regido codificadora do gene nifD.
- Regiao identificada dentro da regido codificadora do gene nifK.

regiao o teste utilizando o S54Finder foi

realizado
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TABELA 24- SEQUENCIAS IDENTIFICADAS PELO S54FINDER COMO REGIOES PROMOTORAS
DO TRECHO DE AMBAS AS FITAS DE HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE DA REGIAO
INTERGENICA DO NIFS ATE A REGIAO INTERGENICA DO NIFA. COM SUAS RESPECTIVAS
ORIENTAGOES

Sequéncias Gene Orientagao
TGGCATGCTCTTTGCTG nifS Normal
TGGCACATGAATTGCTA nifVv Normal
GTGGCACGGCATTTGCA nifH Complementar
GGGAACGATGTTTGCTA Hsero 2854 Normal
CTGGCACGGTTTTGGCT nifB Complementar
TGGGCATGAAGTTTGCT nifA Complementar
TGGCATGGTTTTGGCTA Hsero 2872 Normal

FONTE: O autor (2012)

O resumo comparativo entre os resultados do GenomeMatScan e S54Finder

€ apresentado na tabela 25.

TABELA 25- RESUMO COMPARATIVO DAS EZ(ECUQOES DAS APLICAGOES PARA A REGIAO
COMPREENDIDA ENTRE A REGIAO INTERGENICA DO NIFS E A REGIAO INTERGENICA DO
NIFA, CONSIDERANDO O TIPO DO RESULTADO ENCONTRADO

GenomeMatScan S54Finder
Verdadeiros 5 5
Falsos 7 0
Hipotéticos 1* 2%
Total 13 7

* - Carece de confirmagao
biolégica. FONTE: O autor (2012)

O segundo programa a ser utilizado para comparagdes foi o PromScan
desenvolvido por Studholme (2000), que também usa HMM.

Os testes com este programa nao foram realizados, pois a execug¢ao do
mesmo em ambiente web retorna um erro de arquivo ndo encontrado e quando

executado localmente o mesmo erro foi apresentado.

A tabela 26 apresenta um comparativo entre os programas com suas

principais caracteristicas.
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TABELA 26 - COMPARATIVO DAS PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS APLICATIVOS DE
BUSCA PARA FATORES SIGMA 54 AVALIADOS

S54Finder GenomeMatScan PromScan
Versdo Web Nao* Sim Sim**
Processamento Local Sim Nao Sim**
Método FAN HMM HMM
Forma de entrada Arquivo em formato Bases copiadas Arquivo em formato
GenBank (.gbk) diretamente no Fasta e ptt

navegador

Resultado Saidas em formatos Mostra no navegador | Mostra no navegador
Genbank (.gbk),
MatLab (.mat)e Texto
Processamento em Sim Nao o

grandes regides de
DNA.

* - Esta prevista a Implementagao da aplicagédo na Web como um trabalho futuro.
** - E necessario que haja um compilador Perl instalado.
*** - Teste ndo pode ser executado.

FONTE: O autor (2012)

Em complemento a tabela que faz a comparagdao entre os programas as

proximas tabelas 27, 28 e 29 apresentam os prdés e contras da execuc¢do de cada

aplicagao.

TABELA 27- PROS E CONTRAS PARA O PROGRAMA S54FINDER

S54Finder

Pros

Altas taxas de acerto de regides promotoras.

Baixa taxa de falsos positivos.

De facil utilizacao.

Interface amigavel.

Versao disponivel para uso local.

N&o limitado a pequenas regides de DNA.

Uso para genomas completos.

Flexibilidade das opg¢des de busca.

Contras

Ainda nao publicado.

Nao dispde de versado web.

FONTE: O autor (2012)
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TABELA 28- PROS E CONTRAS PARA O PROGRAMA GENOMEMATSCAN

GenomeMatScan

Prés Versé&o disponivel via Web.
Interface simples.

Contras

Resultado de dificil interpretagao.
N&o roda para genomas completos.

N&o realiza buscas em grandes regides de
DNA.

Poucas opgodes de busca.

FONTE: O autor (2012)

TABELA 29- PROS E CONTRAS PARA O PROGRAMA PROMSCAN

PromScan
Pros
Nao pode ser avaliado.
Contra
Uso desaconselhado pelo autor.
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5. CONCLUSOES

A ferramenta de busca de sequéncias de ligagdo ao DNA de fatores de
transcrigcdo sigma 54 desenvolvido neste trabalho, S54Finder, apresentou resultados
convincentes quanto as pesquisas realizadas em Herbaspirillum seropedicae e em

outros genomas bacterianos.

A pré-selegao de candidatos sem a utilizagdo de redes neuronais mostrou que
com o padrao de conservagcdao, baseados em sequéncias confirmadas
biologicamente e publicadas, é capaz de localizar os sitios de ligacdo em genomas

bacterianos, mas gerando uma grande quantidade de falsos positivos.

O numero de candidatos a sequéncias de ligagdo ao DNA de fatores sigma 54
com a utilizacdo de redes neuronais artificiais foi reduzido de 3148 sequéncias
candidatas para 126 sequéncias candidatas provaveis em Herbaspirillum

seropedicae.

O S54Finder se mostrou uma ferramenta eficiente para a identificacdo de
sequéncias de ligagdo ao DNA de fatores de transcrigdo sigma 54, mas deve passar
por outras fases de desenvolvimento para implementacdo de novas funcionalidades
como o acesso via web e de documentacao para facilitar o seu entendimento e uso,

dentre outras futuras necessidades.
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APENDICES

APENDICE 1 - LISTA COM SEQUENCIAS E NOMES DOS CANDIDATOS A
FATOR DE TRANSCRICAO SIGMA 54 DA 40° VERSAO COM 4 BASES DE
CONSERVACAO E REDE NEURONAL. NA ORIENTACAO NORMAL

Sequéncias Nomes dos candidatos a fator de transcricao sigma 54

TGGCACGGCTCCTGCT membrane protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

TGGTCTGAAAATTGCT AraC family transcription regulator protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]
ABC-type branched-chain amino acid transport system,

TGGCGCAAATCCTGCT periplasmic component protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]

CGGCGCGGGTTTTGCC ATP-dependent protease Hs.I\I/U (ClpYQ), ATPase subunit
heat shock protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

TGGTGCAGCCCTTGCT hypothetical protein Hsero_0218 [Herbaspirillumseropedicae
SmRA1]

CGGCGCGGGTCTTGCC gcr):;?ived hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae

TGGCGCAGATATTGCA ;(::;?rived hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae

CGGCATGTTGTTTGCT heat-shock Hsp70 protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

TGGCGCGATGATCGCA ABC-type transport system, permease component protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]

AGGCATGGCTCTGGCA transmembrane protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
phenylpropionatedioxygenase (Rieske 2Fe-2S family) protein

TGGCACGCCGGCCGCG [Herbaspirillum seropedicae SmR1]

TGGCCCGCCCAATGCA phosphomannomutaseprotein [Herbaspirillum seropedicae
SmR1]

TGGCAAAGTGGTTGCA permease .of the major facnltator superfamily protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]

AGGCATCATTTTTGCT molecular chaperone protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]

TGGCAGGGCGATCGCA phosphorllposylformylgIyqnamldlnecyclo-llgase (AirS) protein
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]

TGGCACGACAATTGCA poly-beta-hydroxyalkanoatedepolymerase protein
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]

TGGCAAGCCGGTGGCA SAM-dzpendgntF\r)qe]:thyItransferaseprotein [Herbaspirillum
seropedicae Sm

TGGAACTGCCTTCGCA ’[Syr?]??ql] secretion HrpQ protein [Herbaspirillumseropedicae

GGGGACGGCGTTTGCC g;r/nplc_\it1r1]et|cal protein Hsero_0806 [Herbaspirillumseropedicae

TGGCACGTTCTTCGCT NADH-dgpendent FMN. reductase oxidorreductaseprotein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]

TGGCACTCGATTTGCT hypothetical protein Hsero_1015 [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]

TGGTATCAAGCTTGCA ABC-type dipeptide transporter, periplasmic peptide-

bindingprotein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
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Sequéncias Nomes dos candidatos a fator de transcrigdo sigma 54

TGGCGCTGGGGCTGCT small-conductancemechanosensitive channel protein
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]

ABC-type branched-chain amino acid transport system,

GGGAACGGATTTTGCT permease component protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]
methyl-acceptingchemotaxis | protein [Herbaspirillum

TGGAATGGATTTTGCT seropedicae SmR1]

GGGCATGAATCATGCT methyl-acceptingchemotaxis | (serine chemoreceptor)
transmembrane protein [Herbaspirillum seropedicae SmR1]
conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae

CGGCATAGGTCTTGCC SmR1]

AGGCCCGGCTCTTGCA permease of the major facilitator superfamily protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]

methyl-acceptingchemotaxis transducer transmembrane

AGGCACCAGTCTTGCT protein [Herbaspirillum seropedicae SmR1]

TGGCGCGCTTCTGGCC LysR family transcription regulator protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]

ABC-type amino acid transport system, periplasmic component

TGGCATAGTCCTTGCA protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

TGGGGCGGGGCTTGCC permease of the major facilitator superfamily protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]
short-chain dehydrogenase protein

TGGCGCGGCGGCTGCA [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

TGGCCGGCATCGTGCT conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]

NAD+ dependent acetaldehyde dehydrogenase protein

TGGCATGCGATTTGCC [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

CGGCATCGCTGCTGCA LysR family transcription regulator protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]

ATP-dependent Clp protease subunit (heat-shock) protein

CGGCACGATCATTGCT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

TGGTACGGCGCTTGCG chromosome segregation SMC ATPase protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]
conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae

TGGCACCAAGCAGGCT SmR1]

ABC-type branched-chain amino acid transport system,

CGGCAAAGCGGTTGCC permease component protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]

TGGCACGGCGCGCGCG TonB-dependent siderophore receptor protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]

TGGCAAAACTGATGCA DnaK suppressor protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

GGGCATGGCGCTTGCT AraC family ethanolamine operon transcription regulator
protein [Herbaspirilumseropedicae SmR1]

TGGCACGACAGTTGCC glycine cleavage T (aminomethyltransferase)protein
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]

TGGTGCGCCAGTTGCA conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]

TGGCATGCTCTTTGCT cysteine desulfurase (NifS) protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]

TGGCACATGAATTGCT homocitrate synthase protein [Herbaspirillumseropedicae

SmR1]
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Sequéncias Nomes dos candidatos a fator de transcrigdo sigma 54
two component response regulator protein
GGGAACGATGTTTGCT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
oxygen-binding (globin) protein [Herbaspirillumseropedicae
TGGCATGGTTTTGGCT SmR1]
ABC-type transport system involved in resistance to organic
TGGCACAGCACCGGCA solvents, permease component protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]
phospholipid-bindingprotein [Herbaspirillum seropedicae
TGGAATACGACTTGCT SmR1]
high affinity nitrate/nitritetransporter transmembrane protein
TGGCACGACCTTTGCT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCAAGCAAGTGGCG exported protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
nucleoside-diphosphate-sugarepimerase protein
TGGCACTGCCTGCGCA [Herbaspirillum seropedicae SmR1]
RNA polymerase sigma-70 factor, ECF subfamily (sigma-24)
TGGCACAATATTGGCG tSransc1':ription regulator protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
TGGCAGTTTTCTTGCA gethi10nyl-tRNA synthetase protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
TGGAACGGATTTTGCT %ons?rved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
dihydroorotate dehydrogenase protein
TGGCGCATCGCCTGCA [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCATGGAAATCGCT %ons?rved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
TGGCGCGCCTCTGGCT gla+(r1(+)/H+ antiporter protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
AraC family transcription regulator protein
TGGAACGAAATTTGCA [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
exporter of the RND superfamily protein
GGGCGCTGCCCTTGCT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
AGGCATGTTTCTTGCG %onserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
extracellular polysaccharide synthase protein
TGeeeeceaeercaeT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
LysR family transcription regulator protein
TGGCACGTCTGCGGCA [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
acetyl-CoA acetyltransferaseprotein [Herbaspirillum
TGGCACCGATTTTGCA seropedicae SMR1]
TGGTGCAGACATTGCA gPR repeat containing protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
sugar phosphate isomerase (involved in capsule formation)
TGGCAAGTTTTTTGCT protein [Herbaspirilumseropedicae SmR1]
GGGAACGTTTCTTGCA (SBGD1EF domain containing protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
TGGCGCCGTGATGGCT %onsﬁaved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
m
GntR family transcription regulator protein
TGGCACACAACTTGCT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
ABC-type amino acid transport system, permease component
TGGCATGACGGTAGCA protein [Herbaspirilumseropedicae SmR1]
porin precursor transmembrane protein
TGGCACGATATCTGCT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
methyl-acceptingchemotaxis protein [Herbaspirillum
TGGCATGCAACTTGCT seropedicae SMR1]
CGGCGCGGCTTTTGCT grogenate dehydratase protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
CGGCACGTCCATGGCA cytochrome c family protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
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Sequéncias Nomes dos candidatos a fator de transcrigdo sigma 54
NADPH-quinone reductase (modulator of drug activity B)
TGGCAAACTCCTTGCG protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCCTGCTGTTTGCC %ongﬁrved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
m
ABC-type branched-chain amino acid transport system,
AGGCATGGAACTTGCG gerlglﬁsmlc component protein [Herbaspirillumseropedicae
m
ABC-type urea transport system, periplasmic component
TGGCACGCAATCTGCT protein [Herbaspirilumseropedicae SmR1]
two component response regulator protein
GGGGGCGGCTTTTGCT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCACAATAGGCGCA hypothetical protein Hsero_4749 [Herbaspirillumseropedicae

SmR1]

APENDICE 2 - LISTA COM SEQUENCIAS E NOMES DOS CANDIDATOS A
FATOR DE TRANSCRICAO SIGMA 54 DA 40° VEBSAO COM 4 BASES DE
CONSERVACAO E REDE NEURONAL. NA ORIENTACAO COMPLEMENTA

Sequéncias Nomes dos candidatos a fator de transcrigdo sigma 54
TGGCACTCGACCTGCA diguanylate cyclase protein [Herbaspirillumseropedicae

SmR1]

D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase NAD-binding protein
TGGCCGCGCCCTTGCA [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

ammonium transporter transmembrane protein
TGGAACGGAAATTGCT [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCACAAGCTTTGCA glutathione S-transferase protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

LysR family transcription regulator protein [Herbaspirillumseropedicae
TGGAAAACTCCTTGCT SmR1]
TGGCGGATACTTTGCT nitrilase regulator protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCCGGGCGCTTGCG superoxide dismutase [Fe] protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCGCAACGCCTGCG conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

3-oxoacyl-(acyl-carrierprotein)  reductase  protein  [Herbaspirillum
TGGCGCTGCCCCTGCG seropedicae SmR1]

AraC family transcription regulator protein [Herbaspirillumseropedicae
AGGCACGCTAGATGCT SmR1]

isoquinoline 1-oxidoreductase(alpha subunit) oxidoreductase protein
TGGCATGAAGGATGCT [Herbaspirillum seropedicae SmR1]
GGGCGCGCACTTTGCG signal peptide protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCATGGCTCCTGCT amidase family protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCGTGATTCTTGCA GGDEF family protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]

LysR family transcription regulator protein [Herbaspirillumseropedicae
TGGCGCTGATGATGCG SmR1]
TGGCAGCGTCCTTGCC hypothetical protein Hsero_1625 [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCACTGGCATTGCT conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCAAAGAGCCTGCA GGDEF family protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCACGGACCTTGCA transmembrane protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCATGCTTGCTGCT conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCTAGCGCTTTGCA conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
CGGCGCGGCATTTGCC ABC-type glutamate/aspartatetransport system, permease

component protein [Herbaspirillum seropedicae SmR1]
TGGTGCGAACCTTGCC conserved hypothetical protein [Herbaspirilumseropedicae

SmR1]
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Sequéncias Nomes dos candidatos a fator de transcrigdo sigma 54
multidrug resistance efflux pump protein
TGGCAGACCGGGTGCT Herbaspirillumseropedicae SmR1]
P11l uridylyltransferaseprotein [Herbaspirillum seropedicae
CGGCATGAAACCTGCT SMR1]
two component response regulator protein
TGGCAAGGGCCTGGCT Herbaspirillumseropedicae SmR1]
wo component response regulator protein
TGGCTGTTCTGCGGCC Herbaspirillumseropedicae SmR1]
ranscription regulator, LysR family protein
TGGACCTGGGGTTGCA Herbaspirillumseropedicae SmR1]
DNA polymerase Il protein [Herbaspirillumseropedicae
TGGCACTGGGGGTGCG SMR1]
dienelactone hydrolase protein [Herbaspirillumseropedicae
TGGCGCAGGGCGTGCT SMRA1]
transmembrane sensor histidine kinase transcription
TGGCATTAATTTGGCA regulator protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
D-3-phosphoglyceratedehydrogenase protein [Herbaspirillum
TGGCACGGAACTGGCA seropedicae SMR1]
TGGCATGGGTATGGCA exported protein [Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCGCACCAATAGCT %ons?rved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
TGGCCCGGTCCTTGCT gypot1hetical protein Hsero 2758 [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
TGGCATGCCGATTGCT gypot1hetical protein Hsero_2759 [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
TGGCACGGCATTTGCA ginitr?genase reductase protein [Herbaspirillumseropedicae
mR1]
TGGCACGGTTTTGGCT FeMo cofactor biosynthesis protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]
GGGCATGAAGTTTGCT nif-specific regulatory protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]
GGGCGCAGTAGTTGCT ATPase involved in chromosome partitioning protein
[Herbaspirillumseropedicae SmR1]
TGGCACGGCCGTTGCA carboxyphosphonoenolpyruvatephosphonomutase protein
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]
TGGCATGGAATCTGCT glutamine synthetase protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]
AGGCGCCGTTCTTGCA nucleoside-diphosphate-sugarepimerase protein
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]
TGGCACGAAGCCTGCA alpha-ketoglutaratepermease of the major facilitator
superfamily protein [Herbaspirillum seropedicae SmR1]
CGGCGCAGCGCTTGCG conserved hypothetical protein [Herbaspirillumseropedicae
SmRA1]
TGGCAGAGGCGATGCT transcription regulator protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]
TGGCGCCAGCAGCGCC transcription regulator protein [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]
TGGCGTGATTTTTGCT methyl-acceptingchemotaxis protein |, serine sensor receptor
transmembrane protein [Herbaspirillum seropedicae SmR1]
TGGCATGTTTTATGCG hypothetical protein Hsero_ 3544 [Herbaspirillumseropedicae
SmR1]
TGGCATCGTTATTGCT diguanylate cyclase/phosphodiesterasewith PAS/PAC
sensor domains protein [Herbaspirillum seropedicae SmR1]
TGGCATCCAAATTGCT TRAP-type C4-dicarboxylatetransport system, periplasmic

component protein [Herbaspirillum seropedicae SmR1]




