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1. INTRODUCAO

O sequenciamento gendmico € um procedimento de grande relevancia para
a pesquisa bioldgica, sendo a sua popularizacdo um dos marcos iniciais da
chamada era pds-genémica (HOMER et al, 2010). O crescimento na demanda por
dados gendmicos, sobretudo a partir do comeco dos anos 2000, trouxe a
necessidade de novas abordagens, além de softwares capazes de analisar os
dados gerados. Desta forma surgiram os sequenciadores de nova geracao, como
o SOLID, lllumina e Roche 454 (ZHANG, 2011), capazes de gerar um grande
volume de dados em um espaco de tempo curto e por um custo muito inferior a
abordagem tradicional. Estas novas técnicas vém sendo utilizadas para o
sequenciamento de genomas de diversos organismos, o que se reflete no nimero
crescente de entradas em bancos de dados publicos (HOU et al, 2013).

Com um numero cada vez maior de dados genémicos € necessério fazer a
identificacdo das suas regifes funcionais (Ex: regides codificantes de proteinas,
tRNAs, rRNAs, regides repetitivas, promotores) em um processo chamado
anotacao. Diferentes combinacdes de ferramentas podem ser utilizadas para esta
finalidade, o que inclui preditores de genes como GLIMMER (DELCHER et al,
1999) e Prodigal (HYATT et al, 2010), ferramentas para busca por similaridade
como BLAST (ALTSCHUL et al, 1990) e HMMER (EDDY, 2011), preditores de
RNAs nao codificantes como RNAmmer (LAGESEN et al, 2007) e trnascan-SE
(LOWE et al, 1997), dentre outros. Além disso, alguns servidores online também
possibilitam a anotagdo automatizada, como o servidor RAST (AZIZ et al, 2008) e
o software BLAST2GO (CONESA et al, 2005). O uso de ferramentas de uso local
apresenta como vantagem um maior controle do processo pelo pesquisador,
tirando a necessidade de filas de espera que existe ao se usar ferramentas web,
mas por outro lado exige conhecimento de programacao para a constru¢do da
pipeline.

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver um software
de facil utilizacdo e de uso local, capaz de realizar a anotacdo de genomas
microbianos através de ferramentas de predicdo de genes e identificacdo de
proteinas. Esta ferramenta, denominada Square, sera distribuida de forma livre
para plataformas Windows e, futuramente, para sistemas Linux/Unix.

2. METODOLOGIA

O Square foi desenvolvido em linguagem Python versao 3.2
(www.python.org) e utiliza os programas Prodigal e BLASTx como base para
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realizar a anotacdo dos genomas. Em sua pipeline, um arquivo em formato
FASTA contendo a sequéncia a ser anotada é analisada pelo Prodigal que gera
um arquivo temporario em formato SCO, onde estdo identificadas as Open Read
Frames (ORFs) e suas respectivas posi¢cdes. Com base no arquivo SCO gerado o
Square utiliza o programa BLASTx para comparar os dados das ORFs com um
banco de dados de proteinas para a inferéncia das suas fun¢ées. O resultado do
BLASTx é um arquivo XML, que € lido e tem seus dados cruzados com o0s
resultados do Prodigal para a geragdo de um arquivo em formato GenBank com
todos os genes e suas respectivas funcdes e posicdes no genoma.

Os bancos de dados de proteinas utilizados durante o processo de anotacéo
sao derivados do Uniprot. Em sua primeira versao sao disponibilizados os bancos
Swissprot (curado e nédo-redundante) e trEMBL (curado e redundante), que
possuem respectivamente 540.958 e 42.821.879 sequéncias.

O codigo-fonte do Square foi escrito com auxilio da ferramenta Sublime Text
2, compilado com a biblioteca cx_freeze e compactado pelo software UPX. Um
instalador para ser utilizado em computadores que possuem sistema operacional
Windows foi desenvolvido com a ferramenta Install Creator.

Para avaliar o funcionamento do Square foi realizada a anotacdo do
cromossomo | da Leptospira interrogans L1-130 (NCBI, Gl: 45655914) (que
possui 3.394 regibes codificadoras de proteinas), com o banco de dados
Swissprot a partir do arquivo FASTA derivado do GenBank sendo os dados
comparados com a anotagdo original presente no arquivo GBK. O tempo
necessario para o processo de anotacdo e o numero de genes encontrados
também foram avaliados. A andlise dos resultados foi feita através de scripts
escritos em linguagem Python. O processo foi executado em um Notebook Dell
Inspiron 14R com processador i5 de quatro nucleos com 2.7 Ghz, 6 Gb de
memoria RAM e 1 Tbh de HD rodando Windows 7.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Square consiste em uma ferramenta executada através de linha de
comando (Figura 1), onde os comandos para a execucao sao definidos através de
argumentos. Os argumentos disponibilizados em sua primeira versdo e suas
respectivas fungdes estédo representados na tabela 1.

o n—— - ]
M Administrador: Prompt de Comando - square.py l E@I&J

-

sUserssFredericosDocumentssProjetos \SquaresUersies\B.8\square>square . py

L SQUARE 3
Bgquare: Prokaryote Genome Annotator
Version: B.8

ANNOTATION SINTAX:
ebsquare.exe —in [input] —out [output]l —db [databasel —trna —mt [humber]

~in —» input sequence file path (FASTA filed>

Fout —» output annotation file path {Genbank file>

—dhb —» sequence datahase to use swissprot (sw> —> More options will be included in future releases
—trna —» search for tRNAs in the sequence <{optional)

—mt —» number of Cores (Threads> to use in BLAST <optional’

OPTIONS :
—info —> Informations abhout the softwvare

—exit —» Terminate the application
—exmp —» Exemples of command lines

4 I 2

Figura 1. Square sendo executado via prompt de comandos em um computador rodando
Windows 7.
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Tabela 1. Indicacdo dos argumento permitidos na utilizacdo do Square. *= A funcao de busca por
tRNAs relacionada ao argumento “-trna” ainda esta em fase de implementagéo.

Argumento Funcéo

-in Indica o caminho para o arquivo FASTA a ser anotado

-out Indica o caminho para o arquivo Genbank a ser gerado

-db Indica 0o banco de dados a ser utlizado. (‘sw’ para
Swissprot e ‘tr’ para trEMBL).

-trna* Argumento opcional para indicar a busca por tRNAs.

-mt Argumento opcional para indicar o0 numero de nudcleos

gue serdo utilizados pelo programa BLAST.

No teste de funcionamento realizado com a sequéncia do cromossomo | da
L. interrogans L1-130, o Square, utilizando o banco de dados Uniprot-Swissprot,
identificou 1.848 CDSs, o que representa 54,4% dos dados presentes no
anotacao original. O tempo necessario para a anotacao foi de 12 horas, 6 minutos
e 56 segundos. O numero de CDSs identificadas inferior ao previamente
conhecido pode ser explicado pela natureza do banco de dados utilizado, sendo
novas analises necessarias para a inferéncia da capacidade de anotacdo do
Banco de Dados Uniprot-trEMBL.

4. CONCLUSOES

No presente trabalho foi apresentado o Square, um software de
bioinformética desenvolvido para realizar a anotacdo de genomas procariotos de
forma automatizada. Apesar de simples, mostrou-se funcional nos testes
realizados, sendo capaz de identificar genes codificadores de proteinas em
genomas bacterianos. Futuramente, fungdes adicionais, como predicdo de tRNAs
e rRNAs por HMM, poderdo ser adicionadas de forma a aumentar o volume de
dados gerados durante a andlise. Versbes binarias, instaladores e
documentacdes para Windows e Debian/Linux estardo disponiveis para download
através do endereco http://200.132.101.131/square/ ap0s a finalizacdo dos testes.
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