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1. INTRODUCAO

O advento do sequenciamento de DNA de nova geracdo (NGS - Next Generation
Sequencing), representado pelas plataformas como o lllumina Solexa, ABI SOLID,
lontorrent PGM e o0 Roche 454, resultou em uma dréstica reducdo no custo
necessario para a obtencdo de sequéncias gendmicas, o que possibilitou que
diversos centros de pesquisas iniciassem projetos envolvendo a andlise genémica
de diversos organismos (LIU et al., 2012). Desta forma, o volume de dados de
sequéncias biolégicas em bancos publicos, como 0 Genbank, cresceu
exponencialmente (MARDIS, 2008). O processo de anotacdo consiste na
identificacdo das regides funcionais (features) presentes em um determinado
conjunto de sequéncias (KISAND; LETTIERI, 2013). No caso de genomas
bacterianos, este tipo de andlise é normalmente realizado sistemas
automatizados, denominados pipelines, gue integram softwares para a
identificacdo de regides de DNA codificantes (CDS), genes para RNAs nao
codificantes, regides regulatorias, dentre outras (BECKLOFF et al., 2012).

As pipelines para anotacdo podem ser de uso local ou web. No caso das pipelines
de uso local, os softwares sdo executados no computador do usuario e é possivel
um maior controle dos dados gerados, apesar de ser necessario um maior
conhecimento técnico, como implementado nas ferramentas Prokka (SEEMANN,
2014) e Eugene-PP (SALLET; GOUZY; SCHIEX, 2014). Ja no caso das pipelines
web, como o RAST (AZIZ et al., 2008), BASys (VAN DOMSELAAR et al., 2005) e
XBASE (CHAUDHURI; PALLEN, 2006), os softwares tendem a ser de utilizacéo
mais facilitada, mas oferecem um menor nimero de ferramentas de analise e
fillragem o que pode acarretar uma perda de dados relevantes e um maior
numero de dados falso positivos.

A eficiéncia de uma pipeline de anotacdo pode variar de acordo com as
ferramentas que a integram, assim como com 0s bancos de dados que sé&o
usados como base. No presente trabalho é apresentado o software Genix, uma
nova plataforma web para anotacdo automatica de genomas bacterianos.

2. METODOLOGIA

O Genix recebe como entrada um arquivo em formato FASTA, contendo as
sequéncias do genoma, e um tax_id, um codigo de identificagdo taxondmica
padronizado e utilizado por diferentes bancos de dados biolégicos, como
Genbank e o Uniprot. A partir do tax_id, uma lista de sequéncias de proteinas é
obtida a partir do Uniprot e usada para criar um banco de dados bruto (“‘raw
database”), que é processado pelo software CD-HIT (LI; GODZIK, 2006) para a
remocéao das redundancias, gerando-se um banco de dados final, que por sua vez
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é formato pelo software makeblastdb para a criagdo de um banco de dados para
os softwares do pacote BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).

Para a anotacdo de regides, o software Prodigal é utilizado como gene finder,
sendo seus resultados comparados pelo BLASTp do pacote NCBI-BLAST+
(CAMACHO et al., 2009) utilizando-se o banco de dados gerado no passo
anterior. No caso de proteinas que apresentam correspondentes, uma analise
pelo HMMER (EDDY, 2011) utlizando o banco de dados do AntiFam
(EBERHARDT et al.,, 2012) é realizada, de forma a se remover possiveis
proteinas falso positivas (spurious ORFs) utilizando-se um e-value minimo de
0.0005. Para os RNAs néo codificantes (ncRNAs), as ferramentas tRNAscan-SE
(LOWE; EDDY, 1997), RNAmmer (LAGESEN et al., 2007) e Aragorn (LASLETT,
2004) sao usadas para a predicdo de genes de tRNAs, rRNAs e tmRNAs,
respectivamente. Além destas, uma busca por outros grupos de ncRNAs é
realizada pela ferramenta BLASTn utilizando-se o banco de dados de familias de
RNAs Rfam (GRIFFITHS-JONES et al., 2003), sendo as familia encontradas
posteriormente realinhadas contra o genoma com o software INFERNAL
(NAWROCKI; KOLBE; EDDY, 2009). No final da anotag&o, o Genix integra os
resultados dos diferentes programas e corrige regiées conflitantes, como genes
sobrepostos e quebrados nas extremidades 5 e 3. A pipeline foi implementada
em linguagem Python e utilizada as bibliotecas BioPython e MySQLdb, assim
como alguns scripts escritos em Perl e Bash. Para o gerenciamento dos dados,
MySQL é usado como sistema de banco de dados principal, armazenando
informacdes das requisi¢cdes e usuarios, e um pequeno banco de dados SQLite é
usado para os dados intermediarios da anotacdo. O sistema roda em um servidor
Dell PowerEdge de 8 nucleos com 24 Gb de RAM com sistema operacional
Ubuntu e usa o Apache HTTP como servidor web.

Para a avaliacdo da pipeline, foi realizada a re-anotacdo do cromossomo | da
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130 utilizando nossa
pipeline e os softwares RAST (AZIZ et al., 2008), xBASE (CHAUDHURI; PALLEN,
2006) e BASys (VAN DOMSELAAR et al, 2005). As anotacdes foram
comparadas entre si e com o genoma de referéncia para a identificacdo de genes
faltantes (ausentes em relacdo a referéncia), novos (nédo presentes na referéncia)
e exclusivos (presentes em apenas uma das anotacfes). Com base nos genes
que apresentaram diferencas, anotacbes funcionais com a ferramenta
BLAST2GO (CONESA et al., 2005) foram realizadas para aferir a o impacto da
auséncia de cada gene na anotagcdo do genoma. Para fins de comparacao, cada
anotacdo também foi compara com o banco de dados do AntiFam (EBERHARDT
et al.,, 2012) com a ferramenta HMMER (EDDY, 2011) para a identificacdo de
spurious ORFs. Por fim, um calculo de discrepancia entre as re-anotacdes e 0
genoma de referéncia foi realizada se dividindo a soma de genes faltantes e
novos pela soma de genes no genoma de referéncia e na re-anotacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ferramenta Genix esta disponivel na forma se um webserver, sendo constituido
por um front-end desenvolvido em HTML/Javascript/CSS e um back-end
constituido por scripts em Python, Perl e Bash que se comunicam com bancos de
dados MySQL e SQLite para gerenciamento e anotacdo dos genomas
submetidos. A utilizacdo da ferramenta €é livre, mas um cadastro € solicitado de



forma a prover um maior controle no acesso aos resultados de cada submisséao.
Além das sequéncias a serem anotadas e do tax_id, o usuario também pode
controlar parametros como o grau de identidade usado pelo CD-HIT, o tipo de
informacédo usado para a ligacdo das scaffolds, dados do organismo (Ex: cepa,
sorovar, sorotipo), assim como enviar arquivos de template de submissao para o
Genbank. As submissbes sdo alocadas em uma fila de espera e processadas
uma de cada vez. No final, arquivos Genbank (.gb) e Feature Table (.tbl) sédo
gerados. Caso um template de submisséo seja provido durante a submissao, um
arquivo Sequin (.sgn) € gerado e disponibilizado em uma pasta compactado junto
aos relatorios do software tbl2asn.

Na comparagdo das pipelines, BASys apresentou 3222 CDS (436 faltantes, 946
novos, 258 exclusivos e 151 spurious ORFs), RAST 4352 CDS (349 faltantes,
1044 novos, 470 exclusivos e 292 spurious ORFs), xBASE 4078 CDS (449
faltantes, 869 novos, 161 exclusivos e 131 spurious ORFs) e o Genix 3183 (475
faltantes, 155 novos, 20 exclusivos, e nenhuma spurious ORFs). Na andlise
funcional, BASys apresentou 123 faltantes, 34 novos e 5 exclusivos, RAST
apresentou 121 faltantes, 31 novos e nenhum exclusivo, xBASE apresentou 126
faltantes, 33 novos e 2 exclusivos, e Genix apresentou 115 faltantes, 29 novos e 0
exclusivos. Na andlise de discrepancia, as ferramentas BASys, RAST, xBASE e
Genix apresentaram 20.09%, 17.39%, 17.04% e 9.21%, respectivamente.

4. CONCLUSOES

A pipeline Genix para anotacdo automética de genomas bacterianos se mostrou
uma ferramenta capaz de gerar anotacdes com grande acurdcia, mais proxima
em relacdo ao genoma de referéncia usado para testes (menor discrepancia),
com menor taxo de spurious ORFs e menor numero de genes funcionais
faltantes. No presente trabalho também foi apresentada uma abordagem para
comparacao de anota¢cfes, denominada discrepancia de anotacdo. O Genix esta
disponivel para uso através do endereco http://labbioinfo.ufpel.edu.br/genix.
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