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RESUMO

O desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo (NGS) tem permitido campos de estudos como o da gendmica
comparativa crescerem e levado a uma melhor compreensao de diferentes
organismos. Dentre os quais podemos destacar bactérias patogénicas como a
Corynebacterium pseudotuberculosis, a qual pode ser dividida em dois
biovares. As pertencentes ao biovar Ovis afetam principalmente pequenos
ruminantes e as do biovar Equi afetam animais de maior porte como equinos,
bubalinos e bovinos. As doencgas causadas por este patégeno tém levado a
grandes perdas financeiras ao agronegocio mundial. Neste trabalho foram
estudadas seis linhagens de C. pseudotuberculosis isoladas de caprinos,
ovinos e equinos todas provenientes do México, sendo o primeiro estudo in
silico deste patdgeno isolado neste pais. Para tal os DNAs gendmicos foram
sequenciados utilizando a tecnologia de sequenciamento lon PGM™ seguido
da montagem, anotacdo e depdsito no NCBI. Nos estudos de genbmica
comparativa foram utilizados os seguintes softwares: Protein Family Sorter do
PATRIC (pangenoma), Gegenees e FigTree (geracao da arvore filogenémica),
GIPSy e BRIG (predicdo e visualizacdo das ilhas de patogenicidade (PAIs),
respectivamente) e o Specialty Genes Search tool do PATRIC (predicdo de
alvos para drogas). Na andlise de pangenoma dos seis organismos o valor do
pangenoma foi de 2295, do genoma central foi de 1903, do genoma acessorio
foi de 343 e quantidade de genes Unicos foi de 49. Referente a andlise
filogenbmica chegou-se a um agrupamento por biovar e também uma maior
similaridade gendmica pbéde ser observada por hospedeiro. Em conformidade
com os resultados da filogenémica, nas analises de PAIls encontrou-se
semelhancas destas por biovar e uma PAIl presente em todos 0s organismos.
Além disso, foi encontrado um possivel alvo para drogas em cinco dos seis
genomas estudados. Este estudo visou contribuir com o0 conhecimento
biologico de C. pseudotuberculosis e na identificacdo de provaveis fatores de
viruléncia que podem ser utilizados em estudos que visam o desenvolvimento
de vacinas e drogas para erradicacdo das diferentes doencas causadas por

este organismo.



ABSTRACT

Next generation sequencing (NGS) technologies development have
allowed study fields such as comparative genomics to grow and led to a better
comprehension of different organisms. Among those, we can highlight
pathogenic bacteria such as Corynebacterium pseudotuberculosis, which can
be divided in two biovars. The ones belonging to biovar Ovis affect mainly small
ruminants and ones belonging to biovar Equi affects larger animals such as
equines, buffaloes and cattle. These diseases have been causing huge financial
losses in the global agribusiness. In this work, six strains of C.
pseudotuberculosis isolated from goats, sheep and horses from Mexico were
studied; this is the first in silico research concerning strains of this organism
isolated from this country. The genomic DNAs were sequenced by using lon
PGM™ sequencing technology, followed by the assembly, annotation and
deposit of the resulting genomes at NCBI. In the comparative genomics studies,
the following software were used: Protein Family Sorter from PATRIC (pan-
genome), Gegenees and FigTree (generation of phylogenomic tree), GIPSy and
BRIG (prediction and visualization of pathogenic islands (PAIs), respectively)
and the Specialty Genes Search tool from PATRIC (prediction of drug targets).
In the pan-genome analyses of the six organisms, the value of the pan-genome
was 2295, the core genome was 1903, the accessory genome was 343 and the
singletons was 49. Concerning the phylogenomic analyses, it was noticed that
the strains clustered by biovar, and the strains from the same host present
higher genomic similarity. In accordance with the phylogenomic results, it was
found similarities by biovar in the PAI analysis, and one of the found PAIs was
present in all organisms. Furthermore, it was found a putative drug target in five
out of six studied genomes. This work aimed to contribute with the biological
knowledge of C. pseudotuberculosis and in the identification of putative
virulence factors that can be used in researches that focus in the development
of vaccines and drugs for eradication of different diseases caused by this

organism.



ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo esta dividida em sete se¢cbBes. A primeira secao
apresenta a revisdo Dbibliografica apresentando um breve historico da
gendmica, incluindo tecnologias de sequenciamento, gendmica comparativa e
organismo de interesse. Na secdo dois é apresentada a justificativa deste
trabalho. A secdo trés é dividida em objetivo geral e objetivos especificos. Na
secdo quatro é apresentada a metodologia desenvolvida nesse trabalho. A
secao cinco apresenta os resultados obtidos em cada etapa e a discussdo dos
mesmos. As secOes seis e sete apresentam, respectivamente, as conclusdes e

perspectivas deste trabalho.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.Breve histérico gendmico

A gendmica é a éarea de conhecimento que estuda o genoma
(MCKUSICK & RUDDLE, 1987). Projetos de sequenciamento de genomas
podem ser realizados com o intuito de identificar e caracterizar um determinado
organismo, assim como analisar questbes evolutivas (VERLI et al., 2014). O
primeiro genoma sequenciado foi o bacteriofago phi X174 no ano de 1977 por
Sanger e colaboradores através do sequenciamento por dideoxinucleotideos,
gue em 1980 rendeu o prémio Nobel de Quimica aos autores (SANGER et al.,
1977). O desenvolvimento desta metodologia permitiu 0 sequenciamento do
primeiro organismo bacteriano, o qual ocorreu em 1995 e desvendou a
sequéncia gendmica da bactéria Haemophilus influenzae (FLEISCHMANN et
al., 1995). O continuo avanco das tecnologias de sequenciamento possibilitou
que cbdigo genético humano fosse revelado, o que levou 13 anos para ser
concluido (LANDER et al., 2001; VENTER et al., 2001; MARIANO, 2015).

Ap6s o0 sequenciamento do genoma humano, o continuo
aperfeicoamento das tecnologias de sequenciamento levou ao
desenvolvimento dos sequenciadores de nova geracdo (NGS), o qual
revolucionou os projetos de sequenciamento de genomas, reduzindo 0 custo
destes em comparagcdo as metodologias anteriores, além de diminuir o tempo
necessario para o processamento das amostras (COSTA, 2015; LOMAN &
PALLEN, 2015). Com isso, a quantidade de genomas sequenciados e
depositados cresceu exponencialmente. Atualmente, no GOLD existem 51.302
projetos de genomas bacterianos, como pode ser observado na Figura 1
(GOLD, 2016).
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Figura 1 — Numero de projetos de genomas bacterianos depositados no GOLD.

Fonte: GOLD (2016).

Esse crescimento no numero de projetos genomas tem colaborado para
uma melhor compreensao dos micro-organismos, como por exemplo, a sua
evolucdo. Conhecimento que propicia a identificacdo de patdégenos, bem como
o acompanhamento de sua disseminacdo e surtos epidémicos como 0s que
ocorreram em 2011 na Alemanha, ocasionado pela bactéria Escherichia coli
(PAULING et al., 2012) e em 2014 na Africa, produzido pelo virus ebola (GIRE
et al.,, 2014). Essa grande quantidade de informacdo tem auxiliado no
desenvolvimento de vacinas e contribuido com o diagnostico de doencas
(LUCIANI et al., 2012; LOMAN et al., 2012; LECUIT & ELOIT, 2015).

1.2. Sequenciamento de genomas

As tecnologias de sequenciamento de genomas conhecidas na literatura
como primeira geracdo sdo os métodos de Sanger e o de Maxam e Gilbert,
sendo que o mais utilizado é o de Sanger (LIU et al.,, 2012). Este ultimo
consiste no sequenciamento de genomas pelo método de terminacdo de
cadeia (SANGER et al., 1977; COSTA, 2015).

Buscando o aperfeicoamento destas técnicas de sequenciamento, em
1987 foi langado o primeiro sequenciador automatico conhecido como AB370,

que foi comercializado pela Applied Biosystems, utilizando eletroforese por
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capilaridade (LIU et al., 2012). Este sendo muito utilizado nos anos seguintes
propiciou o inicio da chamada corrida do sequenciamento genémico, sendo
utilizado inclusive no projeto genoma humano (LANDER et al., 2001; VENTER
et al., 2001).

Mesmo com o surgimento dos sequenciadores automaticos, como o
AB370, ainda era necessario que os insertos fossem clonados em vetores de
clonagem, o que era laborioso e exigia mao de obra qualificada. Estas
desvantagens impulsionaram o surgimento das tecnologias NGS, nas quais
esta etapa é substituida pela producdo de uma biblioteca. Nesta, adaptadores
sdo inseridos nas extremidades dos fragmentos de DNA e a amplificacéo
destes ocorre através de PCR em emuls&o ou em fase sélida (MARDIS, 2011).

A partir de 2004 intensificou-se o desenvolvimento das tecnologias NGS,
a introducdo destas tecnologias reduziu o custo do sequenciamento e
aumentou a capacidade de producdo de dados por corrida (KAUR & MALIK,
2013), permitindo assim que um genoma bacteriano fosse sequenciado em
guestao de horas ou poucos dias (LOMAN et al., 2012).

O custo do sequenciamento do primeiro projeto genoma humano foi de
aproximadamente 3 bilhdes de dolares (VINCENT et al., 2016). Devido ao alto
custo deste projeto, o National Institutes of Health (NIH) passou a incentivar o
desenvolvimento de tecnologias para reduzir o custo do sequenciamento
(MARDIS, 2011). O grafico representado na Figura 2 apresenta a variacao do
custo do sequenciamento do genoma humano, no periodo compreendido entre

2001 e 2015, sendo que atualmente o custo esta em torno de mil délares.
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Figura 2 — Custo do sequenciamento de genomas no periodo de 2001 a 2015.

Fonte: National Human Genome Research Institute (2016).

As tecnologias NGS tém contribuido para a realizacdo de diferentes
estudos dentro da biologia, tais como: sequenciamento de genoma completo
(WGS), ressequenciamento genomico, metagenOmica, desenvolvimento de
marcadores (geralmente genes alvos para o tratamento de doencas/infeccdes),
transcriptbmica, analises epigenéticas (regulacbes celulares) e estudos de
interacdo proteina-DNA (KAUR & MALIK, 2013).

De modo geral, o processo de sequenciamento das tecnologias NGS
pode ser compreendido em trés etapas principais: (i) extracdo e purificacdo do
DNA; (ii) construcdo de bibliotecas; e (iii) sequenciamento. Primeiramente o
DNA é extraido e purificado, para posteriormente passar pela etapa de
construcdo de bibliotecas, na qual este é fragmentado de forma aleatéria
(biblioteca de fragmentos) ou através de bibliotecas pareadas em um processo
que pode ser mecanico ou enzimatico (HUSEMANN, 2011; BERGLUND et al.,
2011; MARIANO, 2015). As bibliotecas pareadas podem ser divididas em
paired-end e mate-pair. Na paired-end sédo colocados adaptadores nas duas
extremidades de um curto fragmento de DNA. Na mate-pair, apesar dos
adaptadores também serem colocados nas duas extremidades, os fragmentos
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sao maiores, e entdo o fragmento € circularizado e cortado ao meio. Em
ambas, a distancia entre os adaptadores € conhecida, o que facilita o
alinhamento dos fragmentos na montagem ab initio de genomas quando

comparado as bibliotecas de fragmentos (MARDIS, 2013). ApdOs esta etapa,



adaptadores séo ligados em ambas extremidades dos fragmentos para entéo
passar pelo processo de amplificagdo por reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) (nos sequenciadores que necessitam desta etapa), e entdo estes sao
sequenciados (BERGLUND et al., 2011; MARIANO, 2015).

O primeiro sequenciador com tecnologia NGS a ser lancado foi 0 454 da
Life Sciences (Roche) em 2005, que utiliza o método de pirosequenciamento.
Esse método € capaz de detectar o pirofosfato liberado no momento da
incorporacado do nucleotideo (LIU et al., 2012). Um ano apds o lancamento do
454, a Solexa lanca o seu sequenciador, que foi adquirido pela Illumina no ano
seguinte, o qual utiliza o sequenciamento por sintese. Essa metodologia utiliza
nucleotideos marcados por fluoréforos que sao inseridos a uma flowcell que
contém adaptadores fixos, e uma DNA polimerase. Os nucleotideos sé&o
terminadores reversiveis, 0 que garante que apenas um nucleotideo seja
inserido por vez na fita crescente de DNA prevenindo assim problemas com
homopolimeros. A proxima tecnologia de sequenciamento foi o SOLID, o qual
utiliza a deteccéo por ligacdo de oligonucleotideos e um cddigo de cores para
identificar as bases desenvolvido pela Applied Biosystems em 2007
(atualmente pertence a Thermo Fisher Scientific) (VAN DIJK et al., 2014).

Em 2010, surge o PacBio RS (Pacific Biosciences) que realiza o
sequenciamento pelo processo conhecido como Single Molecule, Real-Time
(SMRT) (PACBIO SYSTEMS, 2016). No ano de 2015 o Oxford Nanopore
Technologies MinlON foi lancado, este tem o tamanho de um pendrive o que
possibilita ser facilmente carregado para fazer o sequenciamento do DNA
gendmico no campo ou em qualquer lugar no momento da coleta do mesmo
(OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES, 2016). O grande diferencial dessas
tecnologias é a capacidade de sequenciamento por molécula Unica e o
tamanho das reads (VAN DIJK et al., 2014; PACBIO SYSTEMS, 2016;
OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES, 2016).

Com o desenvolvimento das tecnologias NGS surgiram os chamados
sequenciadores de bancada. Como exemplos, podemos citar o 454 GS Junior
(Roche), o lon PGM™ (Thermo Fisher Scientific) e o MiSeq (lllumina). Estes
diminuiram os custos, o tempo do sequenciamento e sdo mais simples na
utilizacdo quando comparado aos sequenciadores convencionais, porém com
menor throughput (LOMAN et al., 2012).



1.2.1. lon Torrent

Em 2010 surge no mercado o lon PGM™, atualmente pertencente a
Thermo Fisher Scientific, o qual foi desenvolvido por Jonathan Rothberg, que ja
havia sido responsavel pelo desenvolvimento do 454 (VAN DIJK et al., 2014).
O processo de sequenciamento inicia-se pela extracdo e fragmentacdo do DNA
alvo, sendo posteriormente inseridos adaptadores para serem incorporados
aos fragmentos de DNA em beads magnéticas e estes amplificados através de
PCR. A tecnologia semicondutora € utilizada na etapa de leitura dos dados,
esta detecta mudancas no pH a cada vez que a DNA polimerase incorpora um
nucleotideo a fita crescente de DNA (KAUR & MALIK, 2013; HEAD et al.,
2014). Na verséo original o lon PGM™ gerava até 270 Mega bases (Mb) com
comprimento de read de até 100 nucleotideos (nt) (VAN DIJK et al., 2014).
Atualmente existem trés chips de sequenciamento do lon PGM™ como pode

ser visto na Tabela 1.

Tabela 1 — Especificagdes dos chips lon PGM™,

Chip Tempo de sequenciamento Throughput N° de reads
(horas) (em milhdes)
200 pb* 400 pb 200 pb 400 pb
lon 314™ 23 3,7 30 —-50 Mb 60 — 100 Mb 0,4-0,55
Chip v2
lon 316™ 3 4,9 300 — 600 Mb 600 Mb -1 Gb 2-3
Chip v2
lon 318™ 4,4 7,3 600 Mb -1 Gb 12-2Gb 4-55
Chip v2

*pares de base (pb)

Fonte: adaptado de: THERMO FISHER SCIENTIFIC (2016).

Posteriormente surgiram outros sequenciadores desta linha que sdo o
lon Proton™, o lon S5 e lon S5 XL. O chip do lon Proton™ pode gerar um
throughput de até 10 Gb, com comprimento de read de 200 nt, o numero de
reads pode chegar a 80 milhées com tempo de sequenciamento de 2 a 4
horas. Ja os sequenciadores lon S5 e lon S5 XL, novos sequenciadores da
Thermo Fisher Scientific, podem chegar a 15 Gb de throughput, com reads de
200 e 400 nt de comprimento e tempo de corrida de 2,5 a 4 horas (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, 2016). As principais vantagens dos sequenciadores lon



Torrent sdo: utiliza tecnologia semicondutora e apresenta baixo tempo de
sequenciamento. Como desvantagens pode-se destacar a alta taxa de erros
com homopolimeros, e o lon PGM™ tem uma taxa de erros total de 1,71% e a
taxa erros de insercdo e delecdo de nucleotideos durante o sequenciamento
(indels) de 1,5% e uma queda da acurécia nas extremidades das reads (VAN
DIJK et al., 2014; MARINIER et al., 2015).

A Tabela 2 traz um comparativo resumido das caracteristicas de cada

tecnologia de sequenciamento.

Tabela 2 — Comparacéo entre tecnologias de sequenciamento.

Tecnologia/ Quimica Throughput | Tamanho Vantagens Desvantagens
Sequenciador (Gb) daread
(pb)
Sanger / Método de 0,0003 1Kb Acuracia e Custo e
ABI3730 terminagdo de tamanho das throughput
cadeia reads
454 Pirosequen- 0,7 1Kb Tamanho das Custo,
ciamento reads e tempo throughput e
alta taxa de
homopolimeros
lllumina Terminacao 1800 300 Acurécia e Tempo,
reversivel throughput tamanho das
reads (HiSeq e
NextSeq) e
custo inicial
(HiSeq)
SOLID Ligacao 320 75 Acuricia e Tamanho das
throughput reads e tempo
lon Torrent Deteccéo de 15 400 Tamanho das Alta taxa de
préton reads, homopolimeros
throughput e e taxa de erros
tempo total de 1,71%
PacBio RS Sequencia- 0,5 ~20 Kb Tamanho das Custo, taxa de
mento em (3 por dia) reads e tempo erros e
tempo real throughput
MinION Nanopore 1 ~10 Kb Tamanho das Alta taxa de
reads, tempo e erros e
portavel throughput

Fonte: adaptado de: (LOMAN et al.,, 2012; VINCENT et al., 2016; AMBARDAR et al., 2016;
CHIU & MILLER, 2016).

1.3. Montagem de genomas

ApOs a etapa de sequenciamento do genoma, chega-se na parte
conhecida como montagem de genomas, a qual utiliza diferentes abordagens

para manuseio dos dados. Uma analogia muito utilizada na literatura para
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exemplificar a montagem é o quebra-cabeca, onde a pessoa que vai realizar o
trabalho tem uma figura recortada em varios pedacgos e entdo precisa encaixar
as pecas, uma por uma, para obter a figura inteira. No caso da montagem de
genomas h& milhares de pedacos (reads), sendo que muitos destes séo
repetidos, e é necessario encontrar a melhor maneira de encaixar 0S mesmos
para obter o genoma finalizado (POP, 2009).

Metodologias de montagem de genomas de dados provenientes do
método de Sanger consistem no alinhamento entre as proprias reads,
buscando a construgdo dos contigs e repetindo esta etapa até o genoma estar
completo. Porém, com as metodologias NGS novos desafios surgiram: o
tamanho das reads diminuiu, aumentou-se o throughput e também a taxa de
erros de sequenciamento. Além disso, o tamanho reduzido das reads dificultou
a resolucéo de regides repetitivas (LIU et al., 2013; VERLI et al., 2014; CHIN et
al., 2014). Outro ponto observado por Chen e colaboradores (2013) é o viés de
conteldo de Guaninas e Citosinas (GC) na montagem dos genomas, sendo
este explicado por regides com conteudo GC diferenciado e baixa cobertura.

A correta resolucdo destes vieses € importante, pois genomas
incompletos ou com erros de montagem podem afetar os resultados dos
estudos que se seguem a montagem como a anotacao, genémica comparativa
e estudos funcionais. Para tal fim, diferentes abordagens in silico e
experimentais tém sido utilizadas, como aumentar a profundidade da cobertura
do sequenciamento (numero de vezes, em média, que cada base é
representada), producdo de reads mate-pair e paired-end, além da utilizacao
de mapeamento oOptico (SIMS et al., 2014; PURANIK et al., 2015; MARIANO,
2015).

Uma ferramenta que combina muitas das abordagens in silico utilizadas
para resolver os vieses do NGS é a plataforma SIMBA?, a qual é gratuita e de
cadigo aberto. Ela é disponibilizada através de uma interface web o que a torna
de facil operacdo quando comparada com outros pipelines dependentes de
uma interface de linha de comando. O SIMBA pode receber como dados de
entrada single-reads, paired-end, mate-pair ou mesmo dados de mapa o6ptico
para ordenacao dos dados (MARIANO, 2015).

1 Disponivel em: < http://ufmg-simba.sourceforge.net>. Acesso em: 21 de outubro, 2016.
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Para realizar a montagem dos genomas o SIMBA utiliza 4 diferentes
montadores, o Mira (CHEVREUX et al. 1999; CHEVREUX et al. 2004), o
Newbler?, o Minia (CHIKHI & RIZK, 2013) e o SPAdes (BANKEVICH et al.,
2012).

Os montadores Mira e Newbler sdo baseados na abordagem de grafos
OLC, a qual possui trés etapas: (i) Overlap - € a etapa na qual as reads séo
identificadas e sobrepostas, (i) Layout — trata da construcdo do grafo que
interliga as sobreposi¢cdes encontradas na primeira etapa, e (ii) Consensus —
busca encontrar um caminho Unico que possa ligar todos os nés do grafo.
Porém, devido a complexidade dos organismos, aos erros de sequenciamento
e ao fato de normalmente haver regides repetitivas, encontrar um caminho
anico torna-se uma tarefa dificil (POP, 2009; MILLER et al., 2010; SIMPSON &
POP, 2015). Os montadores que utilizam essa abordagem trabalham melhor
com reads maiores que 200 pb, como as provenientes de Sanger, 454 ou lon
Torrent, mesmo que, como no caso dos dois Ultimos, estas sejam de menor
acuracia (NAGARAJAN & POP, 2013; MARIANO, 2015). Além disso, tanto o
Newbler quanto o Mira sdo otimizados para solucionar problemas de
homopolimeros (MILLER et al., 2010, MARIANO, 2015).

Ja os montadores Minia e SPAdes sdo baseados em grafos De Bruijn.
Grafos De Bruijn dividem as reads em substrings (k-mers) de tamanho k, onde
0 k pode ser determinado pelo usuério ou determinado por algum software, e
estas substrings sédo representadas pelos nés do grafo. Em tais substrings
busca-se alinhar suas ultimas k-1 bases com outras substrings, sendo que as
sobreposicdes encontradas sao representadas por arestas. Desta forma é
gerado um grafo que representa a sequéncia do genoma. Estes séo indicados
para sequenciamento de reads curtas de alta acuracia, como dados
provenientes de lllumina e SOLID (MILLER et al., 2010; NAGARAJAN & POP,
2013; SIMPSON & POP, 2015).

Outra ferramenta que pode ser usada para montagem de genomas € o
CLC Workbench da QIAGEN Company, o qual é uma solu¢cdo comercial. O
CLC Workbench é uma ferramenta desenvolvida para trabalhar com reads

provenientes de NGS, realizar o mapeamento destas reads e obter a fita

2 Disponivel em: <http://www.454.com/products/analysis-software/>. Acesso em: 26 de abiril,
2016.
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consenso (MILLER et al., 2010; WAHEED et al., 2012), podendo ser usado na
chamada montagem por referéncia (MARIANO, 2015). Além disso, € possivel
realizar o fechamento de gaps e verificar os contigs que foram gerados e néo
estao incluidos na montagem (MARIANO, 2015; CLCBIO, 2016).

1.4. Anotagdo de genomas

Com o sequenciamento realizado e o genoma montado é necessario
encontrar e dar um significado biolégico aos genes contidos nesse genoma,
processos chamados de predicdo e anotagdo gendmica. O estudo do codigo
genético objetiva compreender os diferentes processos que ocorrem em
determinado organismo. Dentre eles podemos destacar a descoberta de quais
genes, vias metabdlicas e mecanismos de infeccdo estdo presentes no
genoma deste organismo. Stein (2001) divide o processo de anotacdo em 3
etapas: (i) localizar e caracterizar regibes dos genomas ja conhecidas em
outros organismos (i.e. Open Reading Frames (ORFs), ncRNAs (RNAs né&o
codificantes), polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs)), (ii) catalogar as
proteinas e (iii) realizar a anotacdo funcional, onde as proteinas séo
comparadas com outros genomas procurando funcdes conhecidas destas
(STEIN, 2001; STOTHARD & WISHART, 2006). A anotacdo deve ser feita
cuidadosamente, uma vez que anotacdes incompletas ou com erros (de
anotacdo estrutural ou mesmo funcional) acabam sendo propagados através
dos bancos de dados, nos quais estes dados sao depositados (MARKOWITZ et
al., 2009).

Com o objetivo de realizar a anotacdo de genomas de procariotos, de
fagos e de plasmideos de maneira rapida, acurada e automatizada, em 2008
foi desenvolvido o pipeline do Rapid Annotation using Subsystem Technology
(RAST) (OVERBEEK et al., 2014). O pipeline utiliza como base o SEED, que é
uma plataforma para predicdo de funcdo génica e vias através de FIGfams e
suas colecdes funcionais (subsistemas). O RAST identifica e atribui fung&o aos
genes, prediz os RNAs e pode reconstruir a rede metabdlica (OVERBEEK et
al., 2014; BRETTIN et al., 2015).

Porém, a acuracia da anotacdo automatica ndo depende somente da

qgualidade da ferramenta utilizada, mas também da qualidade dos dados de
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sequenciamento e da montagem. Dessa forma, ap0s o RAST gerar a anotacao
automética do genoma, uma etapa de curadoria manual pode aumentar a
precisdo desta anotacdo (MEDIGUE & MOSZER, 2007).

1.5. Genbmica comparativa

Estes estudos iniciaram-se a partir do primeiro genoma bacteriano
sequenciado em 1995 (FLEISCHMANN et al.,, 1995; COSTA, 2015). A
descoberta de quais genes estdo presentes no genoma de determinado
organismo possibilita analises mais complexas, como as de gendmica
comparativa. Esta caracteriza-se pelo alinhamento de um conjunto de genes ou
do genoma do organismo estudado com um conjunto de genes ou genomas de
outros organismos buscando compreender aspectos relacionados a

divergéncia evolutiva dos organismos (COSTA, 2015).

1.5.1. Pangendmica

O pangenoma define o conjunto total dos diferentes genes que compde
o repertorio génico de um conjunto de organismos bacterianos (organismos de
interesse) (TETTELIN et al. 2005; VERNIKOS et al., 2015). O pangenoma é
constituido pelo genoma central, que é composto por genes presentes em
todos os organismos analisados; 0 genoma acessorio, composto por genes que
estdo em pelo menos dois organismos, mas ndo em todos que estdo sendo
analisados; e 0s genes Unicos, 0s quais estdo presentes em um Unico
organismo dentre todos os analisados (TETTELIN et al. 2005; SOARES et al.,
2013).

No pangenoma 0s genes sdo agrupados em conjuntos chamados
clusters, de acordo com a similaridade encontrada no alinhamento destes.
Estes clusters sdo formados por grupos de genes ortdlogos, paralogos e
anicos. Como ilustrado na Figura 3, ortélogos sdo genes que se originaram a
partir de um evento de especiacdo de um gene ancestral comum, geralmente
mantendo a func&o génica; paralogos sdo genes que sofreram um evento de

duplicacdo génica; e, genes unicos sdo aqueles que sdo exclusivos de um
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genoma (TETTELIN et al. 2005; SOARES et al., 2013; RICHARDSON &
WATSON, 2013).

O pangenoma pode ser considerado aberto ou fechado. Este é
considerado aberto quando novos genes sdo adicionados ao pangenoma a
cada novo genoma incluido nas andlises, e € considerado fechado se o fato de
adicionar novos genomas néo adiciona um namero substancial de novos genes

no pangenoma sendo estudado (Tettelin et al., 2005).

Disting&do entre ortdlogos e paralogos

gene
ancestral 1

duplicagao génica

especiagao

paralagos paralagos
A E— A —

paralagos
R

organismo 1
organismo 2

ortdlogos

Figura 3 — Diagrama ilustrativo dos conceitos de ortologia e paralogia.

Relacionamentos evolutivos entre genes podem ser criados através de eventos de duplicacédo
génica e especiacgéo.

Fonte: adaptado de (RICHARDSON & WATSON, 2013)

Para realizacdo de andlises de pang