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RESUMO 

O genoma mitocondrial (mtDNA) do fungo Moniliophthora perniciosa foi 

completamente seqüenciado e contém 109103 pb, com 31% de bases GC, porcentagem menor 

que a encontrada nas seqüências do genoma nuclear (47%). É o maior genoma mitocondrial de 

fungos descrito até o momento, e seu tamanho é conseqüência de grande espaço intergênico, que 

contém diversas ORFs com possibilidade de serem confirmadas como novos genes. Análises 

computacionais indicam a presença de variação no número de mtDNAs/célula nas diferentes 

bibliotecas, com tendência significativa de menor número de mtDNAs/célula no grupo de 

bibliotecas proveniente de culturas submetidas a repetidas repicagens. A maioria dos genes 

típicos (atp6, atp9, nad1-6, nad4L, cox1-3, cob, sendo a exceção o atp8), todos os rRNAS, 

tRNAS (foi encontrado pelo menos um para cada aminoácido) e genes das ORFs intrônicas estão 

orientados no sentido horário. Foram identificados também um gene rps3 e um grupo de ORFs 

com características semelhantes às dos genes típicos. Surpreendentemente o mtDNA apresenta 

uma região ocupada por uma estrutura de invertron característica de plasmídeos kalilo-like, 

integrado de maneira estável ao genoma em todas as variedades do biótipo C, e presente nos 

demais biótipos testados. Esta seqüência está disponível no GenBank através do número de 

acesso: AY376688. A outra linha de trabalho foi desenvolvida juntamente com outros 

bioinformatas do Laboratório de Genômica e Expressão. Foram desenvolvidas ferramentas de 

mineração e anotação de genes para projetos genoma, sendo os maiores destaques o Gene 

Projects, que permite mineração e anotação de genes durante o processo de seqüenciamento, e a 

nova interface de anotação, desenvolvida para otimizar a qualidade e a eficiência da anotação de 

genes. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=34538652
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ABSTRACT 

The mitochondrial genome (mtDNA) of the fungus Moniliophthora perniciosa was completely 

sequenced and it contains 109103 bases pair, with 31% of bases GC, smaller percentage than 

found in the sequences of the nuclear genome (47%). It is the largest mitochondrial genome of 

fungus described to the moment, and its size is consequence of great intergenic space, with 

several ORFs who can be confirmed as new genes. Computational analyses show the presence of 

variation in the number of mtDNAs / cell in different libraries, with significant tendency of 

smaller mtDNAs / cell number in group of libraries originating from cultures undergoes to 

repeatedly reply.  Most of the typical genes (atp6, atp9, nad1-6, nad4L, cox1-3, cob, being the 

exception the atp8), all of the rRNAS, tRNAS (it was found at least one for each amino acid) and 

genes of the intronic ORFs are guided in the hourly sense. Surprisingly the mtDNA presents one 

region occupied for a structure of invertron, characteristic of plasmids kalilo-like, integrated in 

stable way to the genome in all of the varieties of the biotype C, and present in other tested 

biotypes. This sequence is available in the GenBank through the accession number: AY376688. 

The other work line was developed together with other bioinformatics of the Genomic and 

Expression Laboratory. Data mining and annotation of genes tools were developed for projects 

genome, being the largest prominences the Gene Projects, that allows mining and annotation of 

genes during the sequencing process, and the new annotation interface, developed to optimize the 

quality and the efficiency of the annotation of genes. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=34538652
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A vassoura-de-bruxa 

A doença vassoura-de-bruxa em Theobroma cacao L. (cacaueiro), causada pelo fungo 

basidiomiceto Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora é o maior problema 

fitopatológico do hemisfério sul das recentes décadas (Griffith, G.W. et al. 2003). A doença é 

originária da bacia amazônica e só foi detectada no sul da Bahia em 1989 (Pereira, J.L. et al. 

1996). De 1991 para 2000 o Brasil teve sua produção anual reduzida de 320,5 mil toneladas para 

191,1 mil toneladas, caindo a sua participação no mercado internacional de 14,8% para 4%, 

passando de exportador a importador. Esse quadro, associado aos baixos preços do produto 

praticados após a introdução da doença, tem fragilizado consideravelmente a situação sócio-

econômica e o equilíbrio ecológico das regiões produtoras do cacau no país, onde cerca de 2,5 

milhões de pessoas dependem dessa atividade (http://www.agricultura.gov.br/). Este problema 

atinge o Brasil como um todo ao afetar toda a cadeia produtiva de cacau. 

1.2. O fungo Moniliophthora perniciosa 

O fungo causador da doença foi descrito em 1915 por Stahel como Marasmius perniciosus. 

Em 1942 Singer o reclassificou como Crinipellis perniciosa (Stahel) (Singer, R. 1942) e em 2005 

ele recebeu o nome atual: Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora (Aime, 

M.C. et al. 2005). 

Taxonomicamente, M. perniciosa é classificado na divisão Eumycota, subdivisão 

Basidimycotina, classe Basidiomycetes, subclasse Homobasidiomycetidae, ordem Agaricales e 

família Tricholomataceae (Purdy, L.H. et al. 1996). Baseado em caracteres morfológicos, (Pegler, 

D.N. 1978) descreveu três variedades para esta espécie: Crinipellis perniciosa var. perniciosa, C. 

perniciosa var. ecuatoriensis e C. perniciosa var. citriniceps, todas fitopatógenos de cacaueiro 

(Theobroma cacao L.) causando a doença vassoura-de-bruxa. 

Embora se acreditasse que M. perniciosa estava restrito a hospedeiros pertencentes aos 

gêneros Theobroma e Herrania, da família Sterculiaceae (Hedger et al. 1987), posteriormente o 

fungo foi encontrado associado a outros hospedeiros. (Griffith & Hedger 1994a) consideram que 

o fungo pode ser classificado em quatro biótipos dependendo do hospedeiro: i) o Biótipo C, que 
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infecta cacau e outros membros da família Sterculiaceae (Bastos et al. 1988); ii) o Biótipo S, que 

infecta várias espécies da família Solanaceae (Bastos & Evans 1985); iii) o Biótipo B, que foi 

encontrado numa plantação de urucuzeiro (Bixa orellana, Bixaceae) (Bastos & Anderbrhan 

1986); e iv) o Biótipo L, que foi encontrado infectando lianas das espécies Arrabideae verrucosa 

(Bignomiaceae) e Entada gigas (Leguminosae) assim como galhos mortos de diversas espécies 

de árvores suspensos na copa de florestas primárias na bacia amazônica (Evans 1978; Hedger et 

al. 1987). Os Biótipos C, S e B causam os sintomas característicos da vassoura-de-bruxa 

(hiperplasia e hipertrofia do tecido afetado) (Griffith, G.W. et al. 1994a) e o Biótipo L não causa 

este tipo de sintoma, parecendo ser um saprófito não seletivo (Hedger, J.N. et al. 1987; Griffith, 

G.W. et al. 1994b). Mais recentemente foi descrito o Biótipo H, encontrado associado aos 

sintomas de vassoura-de-bruxa na espécie Heteropterys acutifolia (família Malpighiaceae) no 

Estado de Minas Gerais, Brasil (Resende, M.L.V. et al. 2000). 

M. perniciosa é um fungo hemibiotrófico com dois tipos de micélio: o biotrófico (parasítico) 

e o necrotrófico (saprofítico). O ciclo de vida do fungo inicia com a germinação dos 

basidiósporos sobre cutículas e base dos tricomas, com posterior penetração por estômatos, 

tecidos lesados ou de forma direta (Sreenivasan, T.N. et al. 1989). Estes tubos germinativos 

penetram unicamente em tecidos meristemáticos formando um micélio uninuclear e haplóide que 

invade os espaços intercelulares do tecido com hifas irregulares, monocarióticas e com ausência 

de grampos de conexão (Silva, S.D.V.M. et al. 1999). A planta atacada sofre perda de 

dominância apical, resultando em superbrotação chamada de vassoura verde, além de anomalias 

em frutos e almofadas florais (Evans, H.C. et al. 1979). O crescimento de M. perniciosa 

dicariotizado dá origem a um micélio de fase secundária (saprotrófico), no qual as hifas são mais 

finas e apresentam grampos de conexão (Silva, S.D.V.M. et al. 1999). Nesta fase, M. perniciosa 

causa necrose, apodrecimento e morte dos tecidos afetados da planta, formando as vassouras 

secas. Unicamente nesta fase da vida do fungo e após um período de seca aparecem os 

basidiomas, os quais produzem numerosos esporos que disseminam cada vez mais a doença 

(Andebrhan, T. et al. 1994; Orchard, J. et al. 1994). As condições climáticas do Estado da Bahia 

favorecem a produção de esporos durante o ano todo. 
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1.3. Estratégias de controle 

Quando a doença é estabelecida em uma plantação a produção normalmente sofre queda de 

mais de 90% (Griffith, G.W. et al. 2003). Devido à grande importância econômica da vassoura-

de-bruxa, numerosos esforços têm sido realizados na tentativa de estabelecer um plano de 

controle efetivo e economicamente viável para esta doença (Purdy, L.H. et al. 1996). Um 

exemplo é o estudo de controle biológico, como o caso de Trichoderma stromaticum 

(Hypocreales), um parasita de micélio e basidiocarpos de M. perniciosa (Sanogo, S. et al. 2002). 

A estratégia de controle considerada mais promissora foi o uso de variedades de cacaueiro 

resistentes a M. perniciosa e alguns clones de cacaueiros resistentes já estão sendo distribuídos 

para os produtores da Bahia através da CEPLAC. Porém, no Equador demonstrou-se que 

variedades resistentes podem tornar-se suscetíveis ao longo de várias gerações (Bartley, B.G.D. 

1986) e um estudo recente demonstrou que a variabilidade genética de M. perniciosa na Bahia é 

muito baixa (foram encontrados apenas dois genótipos), ao contrário da variabilidade encontrada 

na região amazônica. Estes resultados indicam que estes clones resistentes podem ser muito 

sensíveis a novas introduções do fungo provenientes da Amazônia (Rincones, J. et al. 2006).  

As pesquisas realizadas até o momento não têm mostrado opções de controle efetivo, devido 

principalmente à falta de conhecimentos sobre a biologia básica do fungo e da sua interação com 

o hospedeiro. Para suprir esta demanda foi lançado o Programa de Genoma da Vassoura-de-

Bruxa (http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura), que visa coordenar um conjunto de pesquisas de 

diferentes áreas, como biologia celular, morfologia, bioquímica, fisiologia vegetal e genética 

molecular, tendo os diversos pesquisadores envolvidos o apoio de um banco de dados de 

seqüências genômicas e de cDNA do fungo. O objetivo deste projeto é conseguir as bases para 

compreensão da doença com vistas à intervenção tecnológica para o seu combate.  

1.4. Mitocôndria 

Há um interesse particular na compreensão do metabolismo mitocondrial, o qual é 

freqüentemente utilizado no controle de doenças causadas por fungos (Gisi, U. et al. 2002). 

Distúrbios neste metabolismo estão normalmente associados a mutações supressivas ou rearranjo 

de seqüências do mtDNA, causando prejuízos na cadeia respiratória (Tudzynski, P. et al. 1979; 

Rieck, A. et al. 1982; Griffiths, A.J. et al. 1992; Osiewacz, H.D. 2002a). Portanto, mutações no 
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mtDNA podem reduzir a eficiência respiratória, taxa de crescimento e virulência, e representam 

potencialmente uma nova estratégia de controle de fungos fitopatogênicos (Monteiro-Vitorello, 

C.B. et al. 1995).  

Embora a maioria das espécies de fungos filamentosos sejam aeróbias obrigatórias, fungos 

são capazes de compensar defeitos respiratórios severos através da indução da oxidase alternativa 

(AOX), a qual se apresenta como uma via alternativa, desviando o fluxo de elétrons dos 

complexos III e IV e auxiliando na proteção das células contra o excesso de elétrons causado por 

uma cadeira respiratória defectiva (Osiewacz, H.D. 2002b; Gredilla, R. et al. 2006). Entretanto, 

esta proteção é incompleta e o fenômeno de indução da AOX tem sido sistematicamente 

associado com o princípio do processo de degeneração conhecido como senescência fúngica 

(Bertrand, H. 2000). 

Plasmídeos, íntrons e seqüências repetitivas são conhecidos como agentes de instabilidade no 

mtDNA, sendo comumente associados à senescência (Griffiths, A.J. 1992). Em Neurospora spp. 

alguns isolados que tendem à senescência contém um plasmídeo linear kalilo-like, o qual é 

ausente em variedades de vida longa (Bertrand, H. et al. 1985; Bertrand, H. et al. 1986). Este 

plasmídeo tem uma típica estrutura invertron com longas repetições terminais invertidas, dois 

genes que codificam para a DNA polimerase e RNA polimerase e proteínas terminais vinculadas 

a extremidade 5´ (Chan, B.S. et al. 1991; Court, D.A. et al. 1992). Uma vez inserido no interior 

de qualquer gene do mtDNA, este plasmídeo induz disrupção mitocondrial e estas mitocôndrias 

com funcionalidade alterada apresentam desvantagens em relação a mitocôndrias normais; logo, 

devido a uma respiração defectiva tem-se a ocorrência de senescência e morte (Rieck, A. et al. 

1982; Griffiths, A.J. 1992; Griffiths, A.J.F. 1998; Bertrand, H. 2000). Contraditoriamente, em 

linhagens AL2 de Podospora anserina e no fungo Physarum polycephalum, espécies que 

normalmente senescem, a inserção de plasmídeos mitocondriais no mtDNA foi correlacionada 

com uma aumento da duração da vida (Hermanns, J. et al. 1994; Nakagawa, C.C. et al. 1998). Em 

alguns casos, a habilidade dos plasmídeos mitocondrais em causar senescência depende de 

fatores ambientais. Por exemplo, em P. anserina a restrição calórica estende a duração da vida 

em variedades normais, mas esta condição leva a efeitos opostos nas células que contém o 

plasmídeo linear pAL2-1 (Maas, M.F. et al. 2004). Embora nem todos os mecanismos estejam 
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bem descritos, estes dados indicam que existe uma interação entre os plasmídeos mitocondriais, a 

longevidade fúngica e o metabolismo mitocondrial. Dentre os Basidiomycota, plasmídeos de 

DNA com estrutura invertron foram completamente seqüenciados em Agaricus bitorquis 

(Robison, M.M. et al. 1999), Flammulina velutipes (Nakai, R. et al. 2000) e Pleurotus ostreatus 

(Kim, E.K. et al. 2000), entretanto, nenhuma função específica foi associada com a presença dos 

mesmos nos hospedeiros. 

Genomas mitocondriais de eucariotos apresentam diversidade em tamanho, conteúdo de 

genes e organização do genoma. As subunidades que codificam o complexo um da cadeira 

respiratória (nad1-6 e nad4L) estão presentes na maior parte dos casos, mas ausentes em algumas 

espécies, como em Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe. O código genético 

dos mtDNAs de fungos é bastante conservado, ocorrendo apenas uma exceção em relação ao 

código genético clássico – UGA codifica triptofano ao invés de códon de terminação (Kerscher, 

S. et al. 2001).  

A seqüência completa do genoma mitocondrial de M. perniciosa foi obtida (GenBank, 

número de acesso AY376688) e foi encontrado um plasmídeo linear integrado de forma estável 

ao mesmo. O conjunto de trabalhos desenvolvidos no Laboratório de Genômica e Expressão 

(LGE) permitiu a identificação de senescência no fungo, processo que foi relacionado com 

alterações na morfologia da colônia, redução do número de mtDNA por célula e com ativação da 

oxidase alternativa. Este é a primeira vez que a senescência é descrita em um basidiomiceto e 

foram discutidas possíveis implicações da senescência no ciclo de vida de M. perniciosa. 

1.5. Sistema de mineração e anotação 

Para facilitar a compreensão do leitor, a seguir será dada uma rápida revisão sobre os 

principais conceitos envolvidos. Detalhes sobre análise de qualidade de cromatogramas, 

montagem, Blast (Altschul, S.F. et al. 1990), mineração e anotação podem ser encontrados nos 

anexos B, C e D. 

A tecnologia mais utilizada atualmente para seqüenciamento, utilizando o método Sanger 

(Sanger, F. et al. 1977), gera cromatogramas com cerca de 1000 pb, dos quais apenas parte possui 

boa qualidade, e esta qualidade depende de diversos fatores do processo de seqüenciamento. Em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=34538652
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projetos genoma estes cromatogramas são gerados em laboratórios de seqüenciamento, 

normalmente distribuídos no estado ou país. A primeira ferramenta de bioinformática necessária 

é o sistema de submissão, que permite que todos os cromatogramas sejam enviados para centros 

de processamento onde serão analisados. 

Diversas análises são realizadas, e normalmente a primeira é a verificação da nomenclatura, 

importantíssima para que se possa traçar a origem exata da seqüência gerada, por exemplo: a 

descrição de organismo, variedade/cepa, estratégia de seqüenciamento, detalhes da construção da 

biblioteca genômica ou de ESTs, placa, primer e ainda que laboratório realizou o 

seqüenciamento. A seguir é realizada a análise de qualidade de cada seqüência, num processo 

chamado de base calling, normalmente utilizando-se o programa Phred (Ewing, B. et al. 1998a; 

Ewing, B. et al. 1998b). Este processo calcula e atribui valores de qualidade para cada base de 

cada seqüência, e esta informação será utilizada posteriormente para otimizar processos como 

trimagem e montagem. A trimagem é o próximo passo, e se trata da busca de regiões que devem 

ser marcadas para que não atrapalhem a montagem. Trechos de vetores, contaminações, caudas 

poli-A e DNA ribossomal estão entre os principais trechos que devem ser mascarados para 

possibilitar a montagem o mais correta possível. 

A montagem de que se fala é o processo de clusterização (formação de clusters ou grupos) 

por similaridade de seqüências e formação de contigs, e se faz necessária em projetos genoma 

devido à quebra do DNA necessária ao seqüenciamento. Os cromatogramas agrupados em 

contigs são equivalentes à reconstrução do fragmento original. O programa normalmente 

utilizado para este fim é o Phrap (Gordon, D. et al. 2001). Nos casos de projetos de ESTs, além 

de agrupar seqüências relativas ao mesmo mRNA, busca-se encontrar parálogos e ainda verificar 

padrões de expressão virtuais, que podem direcionar estudos posteriores em bancada. Para 

montagem de ESTs, utilizasse mais o programa CAP3 (Huang, X. et al. 1999). Ambos os 

programas geram clusters, que são contigs ou singlets. Singlets são seqüências que não foram 

agrupadas em contigs, e o resultado das montagens pode ser analisado e editado com os 

programas Consed (visualização da estrutura de cada contig) e Phrapview (relações entre contigs) 

(Gordon, D. et al. 1998). A montagem e sua análise também podem ser utilizadas para outros 
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fins, como a localização de microsatélites e de polimorfismos. Exemplos destas análises são 

alguns dos trabalhos citados no anexo F. 

Os resultados das montagens são utilizados como fonte de informação para diversas análises, 

e as principais normalmente são mineração e anotação. Minerar (o equivalente em português a 

data mining) é buscar informações específicas num banco de dados biológico, no nosso caso, 

principalmente genes. Normalmente é necessário que se finalize o processo de anotação para que 

possa ser iniciada a mineração das informações de um processo genoma. A anotação é a 

definição de identidade e classificação a determinado trecho de DNA, inferindo a função da 

proteína codificada pelo mesmo. O processo de anotação é um dos mais demorados de um 

projeto genoma, e exige o tempo precioso de especialistas para anotar e verificar a anotação, o 

que motiva a construção de análises prévias e interface de anotação que facilitem e otimizem ao 

máximo a capacidade de trabalho destes pesquisadores. 

Outra ferramenta muito importante para a mineração de genomas é o Microarray (Schena, M. 

et al. 1995), que gera grande quantidade de informações (milhares de genes num mesmo ensaio 

de hibridização) e exige estrutura de bioinformática para que seja bem aproveitada. O ideal é que 

se possa trabalhar com o máximo de ferramentas de forma integrada, para otimizar a capacidade 

de localização de informação relevante. 

É importante lembrar que projetos genoma podem ser de seqüenciamento de genomas 

completos ou parciais, de ESTs ou ainda (e muito comumente) de DNA genômico e de ESTs. 

Projetos de seqüenciamento em larga escala geram uma grande quantidade de informação 

biológica, que exige uma estrutura de bioinformática para serem analisadas de forma eficaz e 

eficiente. Embora muitos sistemas tenham sido desenvolvidos, dificilmente existem estruturas de 

bioinformática disponíveis que cumpram todas as necessidades específicas de cada projeto. Em 

alguns casos é o custo da utilização do programa que inviabiliza a aquisição, em outros a 

estrutura exigida, necessidades específicas de análise ou ainda de estrutura. 

Diversos programas foram estudados, e um resumo desta análise é encontrado na tabela 2 do 

capítulo 3, onde o sistema desenvolvido no Laboratório de Bioinformática do Laboratório de 

Genômica e Expressão (LGE) é descrito detalhadamente. Cada programa é desenvolvido em seu 

próprio contexto, visando suprir a demanda escolhida. Dos programas estudados, apenas o 
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GENOTRACE (Berezikov, E. et al. 2002) não possui interface Web e não trabalha com ESTs. O 

ESTAnnotator (Hotz-Wagenblatt, A. et al. 2003) é o único que não demonstrou possuir 

ferramentas de busca nas informações anotadas. Outras características são menos comuns, como 

a utilização de projetos temáticos e o controle de acesso aos dados por login e senha pessoais, só 

descritos no ESTIMA (Kumar, C.G. et al. 2004). O programa GENOTRACE trabalha apenas 

com seqüenciamento de genomas, e nenhum dos programas estudados permitia a utilização tanto 

em projetos de genoma quanto em de ESTs. Processamento de cromatogramas, trimagem e 

filtragem de seqüências e anotação de reads são características comuns dos programas ESTWeb 

(Paquola, A.C.M. et al. 2003), ESTAP (Mao, C.H. et al. 2003), ESTAnnotator, Parti-Gene 

(Parkinson, J. et al. 2004) e EST-PAGE (Matukumalli, L.K. et al. 2004).  

Alguns dos programas estudados realizam clusterizações, e alguns trabalham com genomas 

durante o seqüenciamento, porém nenhum dos programas realiza todas as operações necessárias 

aos projetos suportados pelo LGE. Para suprir esta demanda foi iniciado no Projeto Vassoura de 

Bruxa o Laboratório de Bioinformática do LGE, visando o desenvolvimento de ferramentas que 

suprissem esta demanda de forma integrada e segura, com baixo orçamento (utilização de 

computadores PC e programas de utilização acadêmica livre), e que pudessem ser adaptados 

rapidamente a diferentes projetos suprindo as demandas específicas de cada um. Outro objetivo é 

a disseminação do conhecimento e da estrutura, através de colaborações, palestras e cursos 

(anexo F mostra colaborações do autor, e anexo G os principais cursos e palestras ministrados). 

Parte dos resultados deste trabalho conjunto está descrita nesta tese. 
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Abstract  

 We show that the necrotrophic mycelia of the hemibiotrophic basidiomycete Moniliophthora 

perniciosa, the causal agent of the witches’ broom disease in Theobroma cacao. The mtDNA 

presents 109,103 bp and is the largest mitochondrial genome sequenced so far. It contains 14 

typical genes, two rRNA genes and 26 tRNA genes, with anti-codons for all amino acids. Except 

for atp8, all typical genes are transcribed from the same DNA strand. The large genome size is 

related to a number of hypothetical genes and to the probably recent integration of a complete 

kalilo-like mitochondrial plasmid. Analysis of GC content and codon usage indicates that several 

hypothetical genes could be active. 

 

Index Descriptors and Abbreviations: Moniliophthora perniciosa; mitochondrial genome; kalilo; 

codon usage; mtDNA: mitochondrial DNA; hyp: hypothetical ORF; hypP: hypothetical ORF 

associated to a plasmid-like region; oiXgene:  ORF found in intron X of a given gene; CWO: 

clockwise orientation; CCWO: counter clockwise orientation. 
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1. Introduction 

The witches' broom disease (WBD) of cacao (Theobroma cacao L.) is one of the most important 

phytopathological problems to afflict the Southern Hemisphere in recent decades (Griffith, 

Nicholson et al. 2003). In Brazil, the disease is endemic to the Amazon region and in 1989 was 

introduced into southern Bahia, the largest area of cocoa production in the country (Pereira, 

deAlmeida et al. 1996). This resulted in a severe drop in the Brazilian production of this 

commodity and, within a decade, Brazil shifted from the second largest cocoa exporter to a cocoa 

importer (Luz 1997; Andebrhan, Figueira et al. 1999). 

Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora (Agaricales, Marasmiaceae), 

previously classified as Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, the causal agent of WBD, was 

recently determined to be closely related to Moniliophthora roreri (HC, JA et al. 1978; Evans, 

Holmes et al. 2002; Aime and Phillips-Mora 2005), the causal agent of frosty pod rot of cacao 

(FPR).  Prior to this reclassification, the fungal phytopathogen had been one of 112 known 

species of Crinipellis (Tricholomataceae, Agaricales, Basidiomycota, Fungi) 

(www.indexfungorum.org), however, its current association with the other members of the 

Crinipellis genus has not yet be reexamined. The infection is accompanied by a concerted series 

of physiological and biochemical events (Scarpari, Meinhardt et al. 2005). Initially, the fungus is 

monokaryotic and lives in the apoplastic fluid. Though present at low density in this phase of the 

disease (Penman, Britton et al. 2000), the biotrophic mycelia cause very pronounced symptoms, 

with hypertrophy of the infected tissue. After a few weeks, the fungus converts to the dikaryotic 

necrotrophic/saphrotrophic phase, rapidly invades the cells of the infected tissues and is involved 

in the necrosis/death of the infected tissue (Purdy and Schmidt 1996; Smith and Read 1997; 

Scarpari, Meinhardt et al. 2005; Meinhardt, Bellato Cde et al. 2006).  

In view of its importance, M. perniciosa is currently the object of a genome project 

(www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) and its biology is presently under intensive investigation 

(Rincones, Meinhardt et al. 2003; Scarpari, Meinhardt et al. 2005; Meinhardt, Bellato Cde et al. 

2006). In this context, an investigation of the M. perniciosa mitochondrial metabolism is 

essential, since this organelle is frequently a target for fungal disease control (Gisi, Sierotzki et al. 

2002). Moreover, the sequence of its genome can reveal important evolutionary relationships 

between isolates and biotypes (de Arruda, Ferreira et al. 2003). 
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Mitochondria are the cytoplasmic energy-transducing organelles of eukaryotes and their 

genomes, which are vestigials of endosymbiotic proteobacterial ancestors (Gray, Burger et al. 

1999; Lang, Gray et al. 1999), can evolve faster and independently of their nuclear counterpart 

(Burger, Gray et al. 2003; Burger and Lang 2003). In view of this evolutionary independence, the 

number of mitochondrial genes can fluctuate enormously between species, from 3 to 67 for 

protein genes and from 0 to 27 for tRNAs (Adams and Palmer 2003). Genes encoding proteins 

that account for essential processes have been conserved throughout evolution and are widely 

employed in the study of phylogenetic relationships between species. In contrast, there is an 

outstanding diversity in gene organization and gene expression (Bullerwell, Forget et al. 2003; 

Burger, Gray et al. 2003) that can reveal details of recent events of speciation. In view of this, an 

increasing number of mtDNA genomes have been sequenced or are near completion, which 

include Hyaloraphidium curvatum, a probable taxon of the fungal clade (Ustinova, Krienitz et al. 

2000; Bullerwell, Forget et al. 2003), and at least 41 complete fungal mtDNAs encompassing 

species within the Chytridiomycota, Ascomycota, and Basidiomycota 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ORGANELLES/fu.html).  

The present work is a comprehensive study of the M. perniciosa mtDNA, which includes the 

description of its organization, gene content, gene order, and comparative and phylogenetic 

analyses.  

2. Material and methods 

2.1. Fungal isolate, culture and mtDNA sequencing 

Total DNA was extracted as described previously (Talbot 2001). The total DNA was sheared by 

sonication or nebulization (Surzcki 1990; Surzcki 2000), and fragments ranging in size from 1 to 

2 and 2 to 4 kbp were cloned into the SmaI site of pUC18 or pCR4Blunt (TOPO Shotgun 

Subcloning kit, Invitrogen – Life technologies). The inserts were sequenced and analyzed 

following the Whole Genome Shotgun (WGS) approach (Venter, Adams et al. 1998). The reads 

were assembled using the Phred/Phrap/Consed software package (Ewing and Green 1998; Ewing, 

Hillier et al. 1998) and assemblage accuracy was confirmed with the CAP3 software (Huang and 

Madan 1999). The density of reads along the mitochondrial genome (mtDNA) was defined as the 

number of reads that form the consensus of each single nucleotide. This estimation was made 

considering 500 bp windows. In order to confirm the consensus sequence of the mtDNA 
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generated by contig assemblage, we designed a set of primers (Table 1) that covered three 

mtDNA regions.  

2.2 Gene annotation 

Putative mitochondrial genes and ORFs longer than 66 amino acids residues were detected with 

ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/) followed by similarity searches for known 

genes present in other fungal mitochondrial genomes using TBLASTN and BLASTX (Altschul, 

Gish et al. 1990). Their exon/intron boundaries were defined by BLAST and CLUSTAL (Higgins 

1994) alignments. The annotation of putative gene function was obtained by similarity searches 

using BLAST, CD-SEARCH (Marchler-Bauer and Bryant 2004) and PFAM (Bateman, Coin et 

al. 2004). tRNAscan-SE (Lowe and Eddy 1997) and FASTtRNA (el-Mabrouk and Lisacek 1996) 

was used in order to identify tRNAs. rRNAs sequences were identified by comparison with 

homologous Basidiomycota counterparts. Repeats were analyzed using Reputer (Kurtz, 

Choudhuri et al. 2001) and Tandem Repeats Finder (Benson 1999). GC level in the first (GC1), 

second (GC2), third (GC3) codon positions and over the whole coding sequence (GCm) was 

obtained using CODONW (Peden 1999).  

2.3 Statistical analyses 

Principal Component Analysis was used to search for patterns of codon usage, using the codon 

frequency table generated from the analysis of 91 ORFs with the program CODONW. These data 

were submitted to analysis by the method of singular value decomposition of non-centered and 

non-scaled data matrix by means of the R software. The number of principal components to be 

retained was determined by scree-plot and the percentage of accumulated variation explained by 

the components.  

2.4 Comparative and phylogenetic analyses 

The taxonomic data features reported in the GenBank (release 144) under the heading 

“ORGANISM” (www.infobiogen.fr) was used to classify the species used in this study. The 

validity of this classification was tested by a phylogenetic analysis using the protein sequences of 

three cytochrome oxidase genes (cox1, cox2 and cox3) from 30 fungal species with complete 

mtDNA sequence. Individual protein sequences were aligned using ClustalW (Thompson, 

Higgins et al. 1994) with default options, except for the PAM matrix (Dayhoff, Schwartz et al. 

1978). Regions of uncertain alignment at the terminus of the sequences were removed before 
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phylogenetic analyses. Misalignments in internal regions were manually edited, resulting in 923 

aligned positions from the concatenation of the three cox genes. Phylogenetic analyses using 

Minimum Evolution (ME) were performed in MEGA 3 (Kumar, Tamura et al. 2004) with 

distances obtained from PAM matrix (Dayhoff and Orcutt 1979). The robustness of tree topology 

was tested using 5000 bootstrap resamplings (Felsenstein 1985). A Maximum Likelihood-based 

phylogeny (ML) was constructed using PROML and SEQBOOT, available in the PHYLYP 

package (Felsenstein 1997), using the same PAM matrix. The tree branch support was obtained 

using 100 replicated datasets. Evolutionary rates were presumed to be homogeneous among sites 

in both phylogenetic analyses. The gene order for synteny analysis was established for each 

mtDNA using GenBank annotations. 

3. Results 

3.1 Mitochondrial genome sequencing 

The genome of Moniliophthora perniciosa is being sequenced using the whole genome shotgun 

approach. For this, we constructed approximately 50 genomic libraries using total DNA extracted 

from cells of the strain CP02. Each library corresponded to independent cloning events using 

DNA obtained from individually growing cultures of CP02.  

After assembling 124,565 reads derived from plasmids of different libraries, a large circular 

contig enclosing 5,448 reads was generated, this corresponded to the mitochondrial genome 

(mtDNA) of the fungus. This sequence was confirmed by further shotgun sequencing, with the 

final assemblage containing 6,920 reads, and by the extension of three unrelated regions. The 

sequence has been submitted to GenBank (accession number AY376688). 

3.2 Protein coding genes 

As expected, we identified in the M. perniciosa mtDNA the 14 protein-coding genes typically 

found in fungal mtDNA. They are directly involved in oxidative phosphorylation/energy 

metabolism, i.e. genes encoding for NADH dehydrogenases (7 subunits), cytochrome c oxydase 

(3 subunits), ATP synthases F0 (3 subunits) and apocytochrome b. We also found the rps3, 

involved in ribosome assembly (Bullerwell, Burger et al. 2000), and 2 polymerases: a DNA-

dependent RNA polymerase (rpo) and a DNA-directed DNA polymerase (dpoB). It is noteworthy 

that the polymerases are in opposite orientation and are flanked by two sets of small inverted 

repeats (Fig. 1), a structure very similar to that described for kalilo-like mitochondrial plasmids 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=34538652
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(Griffiths 1995). Furthermore, 12 conserved (9 intronic) and 59 non-conserved hypothetical 

ORFs were found. These results are summarized in Fig. 1. 

3.3 Introns, intronic ORFs, codon usage and ORF orientation 

Several of the protein-coding genes were interrupted by introns; 12 introns were found in the 

genes cox1, cox2, cob, nad1, nad4 and nad5 and nine of these introns present one conserved 

intronic ORF (Fig. 1), bearing domain that is characteristic of endonuclease involvement in the 

intron processing. Seven introns contained two LAGLIDADG domains each, one included one 

LAGLIDADG domain (Heath, Stephens et al. 1997) and one contained the GIY-YIG_C terminal 

domain (Van Roey, Waddling et al. 2001).  

Preferential codon utilization was revealed in the M. perniciosa mitochondrial genome, by the 

analysis of ORFs from typical genes or conserved intronic ORFs (Table 2). To evaluate whether 

the unknown ORFs have the potential to be true genes, the codon usage of all 91 ORFs, including 

those from typical genes, were analyzed by CODONW (Peden 1999). Subsequently, the output 

table presenting the relative utilization of each codon for each ORF was evaluated by Principal 

Component Analysis (PCA) employing a scree-plot, which yielded a two-component solution 

accounting for 78.1% of the total variance (65.44% and 12.68% from components one and two, 

respectively). This revealed two separated groups of sequences (Fig. 2A), and the second 

component was mainly responsible for this separation, which was due to the importance of the 

codons UUA, AGA, AGG, AGC, CUU, UGC and UCC in its composition (Fig. 2B). The 

majority of the ORFs from hypothetical genes, including the non-conserved intronic ORFs, were 

clustered into group A. Group B included the ORFs from all of the typical protein-coding genes 

plus rps3, along with ORFs from 3 unknown conserved genes, which have been found in other 

mitochondrial genomes, and 17 other hypothetical gene ORFs.  

There is an evident correlation between ORF orientation and codon usage. Except ATP8, all 

typical genes and most hypothetical ORFs were in the clockwise orientation (Fig 1 and 4). In 

counter clockwise orientation, we found the ORF encoding the DNA polymerase dpoB, typically 

found in mitochondrial plasmids, and the ORFs HypP3, 58 and 57, located immediately upstream 

to dpoB (see Fig. 1).  
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3.4 Ribosomal and transfer RNAs 

The ribosomal RNAs were identified by similarity searches (paired-BLASTN; (Tatusova and 

Madden 1999) with Suillus sinuspaulianus (rnl) and Lentinula edodes (rns), and were located at 

positions 463 to 4,748 and 40,091 to 41,988, respectively (Fig. 1).  

The software tRNAscan-SE (Lowe and Eddy 1997) identified 26 tRNAs, grouped into three 

regions of the mtDNA corresponding to GC% peaks (data not show), with at least one tRNA  for 

each amino acid. Additionally, one tRNA was found for an undetermined anti-codon and three 

tRNAs were present for methionine, with one of them probably encoding for the initiation codon. 

Apart from the three Met tRNAs, we found two tRNAs with different anti-codons for Arginine, 

Serine and Leucine. The tRNAs positions are indicated in Table 2 indicate the presumed 

anticodon for each tRNA.  

3.5 GC content 

The mitochondrial genome was analyzed for GC content. While the nuclear genome presents a 

GC content of 47.7% (calculated from the non-mitochondrial clusters; data not shown), in the 

mtDNA it was only 31.9%. In the plasmid-like region there was a drop in the GC%. Comparing 

GC1, GC2, GC3 and GCm, we found that GC3 was significantly biased toward lower values, 

which has been observed for the mitochondrial ORFs of other fungi. 

3.6 Comparative and phylogenetic analyses 

A comparison of the mtDNA of several fungi according to the presence or absence of known 

genes (Fig. 3) showed that M. perniciosa mtDNA has the same set of genes as Schizophyllum 

commune, another member of the Agaricales family, except for the plasmid genes. Recently, 

Kouvelis et al. (2004) found synteny between genes in mitochondrial genomes of 

Sordariomycetes species. Therefore, we searched for any possible synteny between the 

mitochondrial genes of M. perniciosa and additional related fungal species (Fig. 4), but the 

results showed no evident of a conservation of gene order. 

A second interesting difference was found when comparing the mitochondrial genomes of M. 

perniciosa and Podospora anserina, both over 100 kb (Fig. 4). We observed that while in P. 

anserina this increased size was due to the presence of several introns, in M. perniciosa it was the 

consequence of large intergenic regions, which are occupied by 62 hypothetical ORFs, as 

mentioned above. 



 

 

18

Phylogenetic analyses were performed using the three cytochrome oxidase genes (cox), which 

produced, individually, almost the same tree for the 30 fungal species analyzed (not shown). 

Another analysis was then performed with concatenated cox genes, producing a higher, although 

not significant, bootstrap support, especially in the basal branches, which separated the four 

major fungal phyla. Phylogenetic trees obtained from concatenate genes by maximum likelihood 

(ML) and minimum evolution (ME) largely agreed with each other and with the ordinary fungal 

taxonomy (Fig. 3). Figure 5 shows the ME phylogeny, rooted using Allomyces macrogynus as an 

out-group (Lang, Burger et al. 1997; Paquin, Laforest et al. 1997; Kouvelis, Ghikas et al. 2004).  
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4. Discussion 

MtDNAs are characterized by sequences rich in AT (Campbell, Mrazek et al. 1999), and show a 

systematic AT mutational bias in unicellular parasites and endosymbionts (Musto, Rodriguez-

Maseda et al. 1995; Andersson, Zomorodipour et al. 1998; McInerney 1998; Ghosh, Gupta et al. 

2000; Romero, Zavala et al. 2000; Rispe, Delmotte et al. 2004). Accordingly, the mitochondrial 

genome of M. perniciosa has a 31.9% GC-content that contrasts with the 47.7% content observed 

for the nuclear DNA. We also found that the ORFs of the typical genes generally employed A or 

T at the third codon position, a situation that has been verified for most fungal mtDNAs. We have 

found tRNAs for each amino acid (Table 2), but not for all codons found in the ORFs of the 

typical genes. Even assuming that an unmodified U in the first anti-codon position (wobble 

position) can pair with all four bases, while G can pair with U or C (Kerscher, Durstewitz et al. 

2001), tRNAs for the codons UGA and AUA were not found. This fact suggests that these tRNAs 

may be imported from the cytoplasm, a phenomenon that has been considered for similar 

situations observed in other fungi (Specht, Novotny et al. 1992). For example, the mtDNA of 

Schizophyllum commune does not code for the tRNA of tyrosine, which is an amino acid 

frequently found in proteins encoded in the mitochondrial genome (Paquin, Laforest et al. 1997). 

The mitochondrial genome of M. perniciosa contains 14 typical protein-coding genes, common 

to fungal mtDNA (Fig. 3), and the rps3, which is an ancient gene encoding a ribosomal protein 

that persists in the mtDNA of some Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota and a few 

Chytridiomycota (Bullerwell, Burger et al. 2000). Using the amino acid sequences encoded by 

the cytochrome oxidase (cox) genes, we were able to reconstruct the phylogeny of M. perniciosa 

(Fig. 5). Although the bootstrap value supporting the separation between Zygomycetes, 

Basidiomycetes and Ascomycetes was not very high, the topology of this tree was identical to the 

phylogeny obtained elsewhere (Kouvelis, Ghikas et al. 2004), which used 14 protein-coding 

genes. The analysis using other typical genes showed the same results (data not shown), 

indicating that the evolution of the typical genes found in the M. perniciosa mitochondrial 

genome occurred with a vertical inheritance pattern. 

We also tested the occurrence of synteny between the mitochondrial genes of M. perniciosa in 

comparison to other related species of the Basidiomycota, such as Schyzophylum commune (Fig. 

4) or Cryptococcus neoformans (not shown), but no conservation in gene order was detected. 
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Synteny has been recently described for the mtDNA of Lecanicillium muscarium (Fig. 4) in 

comparison with other species of Sordariomycetes (Kouvelis, Ghikas et al. 2004). A 

characteristic of these genomes is the relatively small size, with a high density of genes (58% of 

coding DNA), which may limit the possibility of recombination or rearrangement due to the risk 

of gene disruption. On the contrary, M. perniciosa and Schizophyllum commune present genomes 

with lower gene density (around 45% of coding DNA for S. commune), with intergenic spaces 

that may provide a greater structural flexibility. Therefore, in view of these structural features, the 

absence of synteny is not surprising.  

Interestingly, while most fungal mtDNA present a size range of 20-80 kb (Bullerwell and Lang 

2005), the M. perniciosa mitochondrial genome is 109,103 kb, which is the largest fungal 

mtDNA sequenced so far (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ORGANELLES/fu.html).  

Moreover, the senescence-prone Podospora anserina is also a species with a sequenced 

mitochondrial genome over 100 kb. The increased size has been correlated with a high frequency 

of introns (Cummings, McNally et al. 1990), some of which were considered to trigger 

senescence. For example, aging cells of P. anserine are known to accumulate small mtDNA 

sequences that correspond to intron I of the cox1 gene, which constitutes a mobile intron of group 

II (Dai, Toor et al. 2003). This class of molecules are able to retrotranspose in the mitochondrial 

chromosome and cause mtDNA rearrangements, which was initially considered to be the cause of 

senescence (Sellem, Lecellier et al. 1993). Later, it has been found that the accumulation of small 

mtDNA-derived fragments, designated as senDNA, were a consequence of rearrangement and 

possible accelerators of the senescence process, but not the primary cause (Begel, Boulay et al. 

1999; Dufour, Boulay et al. 2000). SenDNA have been found in several senescent-prone fungi, 

such as several species of the genera Neurospora (Bertrand, Collins et al. 1980) and Aspergillus 

(Lazarus, Earl et al. 1980). 

We searched for parallels in the M. perniciosa mitochondrial genome. In this case, all intronic 

ORFs present the typical endonuclease LAGLIDADG domain, thus suggesting that they are type 

I introns (Toor and Zimmerly 2002), unable to transpose in the genome. Moreover, we were 

unable to detect over-representation of reads for any defined mtDNA region, which would be 

expected in the case of an accumulation of senDNA-like elements in old mycelia. Therefore, we 
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concluded that these phenomena, although described for several filamentous fungi, do not seem 

to be associated with the senescence observed in M. perniciosa. 

In contrast to the mitochondrial genome of P. anserina, the large size of the M. perniciosa 

mtDNA is a consequence of long intergenic sequences (Fig. 4). We investigated the existence of 

potential unknown genes in these regions from all of the 62 hypothetical ORFs found in this 

genome. Based on PCA analysis of the frequency of codon usage for all ORFs, conserved and 

hypothetical, it was possible to separate them into two groups. Consistently, most of the 

hypothetical ORFs clustered separately from the typical and conserved genes, with the exception 

of 17 ORFs (Fig. 2, groups A and B, respectively). Also, a tendency in the orientation of genes 

and ORFs of the second group was identified, since apart from atp8 and dpoB, all typical and 

conserved genes were found in the clockwise orientation. The same was observed for the 

hypothetical ORFs, except for a cluster of 3 ORFs found immediately upstream of dpoB. Finally, 

the coding potential of the ORFs located in the intergenic regions was inspected by searching for 

tRNAs genes in the vicinity, with the rationale being that tRNAs are not expected to be 

superimposed with true coding regions. We found that tRNAs form 5 main clusters along the 

mtDNA (Fig. 1) and that most of the hypothetical ORFs of the second group were located in 

regions not populated by tRNAs. These analyses suggest that the M. perniciosa mtDNA may 

present several uncharacterized genes, which should be carefully investigated due to their 

potential to encode new proteins involved in mitochondrial metabolisms.  
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Tables 

 

Table 1 – List of PCR primers used in this work.  Or.: Orientation of the extension by that 

primer;. >> and << indicate the primers on the 5’ and 3’ sides, respectively. Init. pos. and Final 

pos. are for the mtDNA location (bp) where sequence is homologous to the 5’ and 3’ primers, 

respectively.  

 

Primer Sequence Or.Init. posFinal pos

A GACCCTATGCAGCTTCTACTG >> 3,062 3,082

B TTATCCCTAGCGTAACTTTTATT << 4,033 4,013

C CTGGTTTAATAGAAGGTGATGG >> 19,938 19,959

D GGGAATGAAAGTAGCCGGAGGC<< 20,906 20,885

E GCTGATTCCTGCTACCCAC >> 43,979 43,997

F CATAAACAGGTCAGGATATAGG << 44,399 44,378

 



 

 

27

Table 2 – Relative frequency of codon (Cod) and corresponding tRNA anticodons (Anticod) in 

exons (E) from conserved mitochondrial genes and intronic ORFs (I) in M. perniciosa. The 

tRNAs that can potentially match codons by the wooble rule are indicated by small caps between 

parentheses. ‘-’ indicates the missing tRNAs, and ‘*’ the stop codons.  aa is for amino acid. 

 

 

aa Cod E I
Anti-
cod aa Cod E I

Anti-
cod aa Cod E I

Anti-
cod aa Cod E I

Anti-
cod

Phe UUU 334 141 (g)aa Ser UCU 167 81 (u)ga Tyr UAU 217 107 (g)ua Cys UGU 32 21 (g)ca

UUC 96 15 GAA UCC 16 9 (u)ga UAC 39 20 GUA UGC 4 6 GCA

Leu UUA 545 172 UAA UCA 140 47 UGA TER UAA 25 7 * Trp UGA 41 30 -

UUG 52 19 (u)aa UCG 9 7 (u)ga UAG 14 1 * UGG 21 9 CCA

CUU 79 43 (u)ag Pro CCU 109 47 (u)gg His CAU 64 44 (g)ug Arg CGU 1 9 (u)cg

CUC 5 3 (u)ag CCC 3 2 (u)gg CAC 36 12 GUG CGC 1 1 (u)cg

CUA 72 33 UAG CCA 47 20 UGG Gln CAA 111 50 UUG CGA 10 14 UCG

CUG 21 10 (u)ag CCG 3 1 (u)gg CAG 14 11 (u)ug CGG 1 1 (u)cg

Ile AUU 270 120 (g)au Thr ACU 135 63 (u)gu Asn AAU 235 176 (g)uu Ser AGU 114 60 (g)cu

AUC 44 20 GAU ACC 5 10 (u)gu AAC 34 30 GUU AGC 19 7 GCU

AUA 286 108 - ACA 118 39 UGU Lys AAA 184 209 UUU Arg AGA 78 49 UCU

Met AUG 102 35 CAU ACG 4 7 (u)gu AAG 18 25 (u)uu AGG 1 3 (u)cu

Val GUU 135 39 (u)ac Ala GCU 164 46 (u)gc Asp GAU 119 91 (g)uc Gly GGU 136 78 (u)cc

GUC 5 5 (u)ac GCC 13 3 (u)gc GAC 20 11 GUC GGC 9 5 (u)cc

GUA 160 42 UAC GCA 91 29 UGC Glu GAA 111 82 UUC GGA 138 46 UCC

GUG 20 3 (u)ac GCG 13 8 (u)gc GAG 16 21 (u)uc GGG 12 5 (u)cc
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Figure legends 

 

Figure 1 – M. perniciosa mitochondrial genome. The boxes indicate genes, ORFs or inverted 

repeats.  Sequences in clockwise or counterclockwise directions are indicated by their location 

outside or inside the circles, respectively. Typical genes, rRNAs and rps3 are depicted in the 

outermost circle. Smaller boxes inside the conserved genes indicate intronic ORFs. The second 

circle displays the hypothetical ORFs. Dark box indicates ORF with codon usage pattern from 

conserved genes. White dot indicates hypothetical conserved ORFs. The innermost circle 

displays the tRNA position with their respective one-letter amino acid code. X is for the 

undefined anticodon. The small arrows outside the circles indicate the position of the primers 

used to confirm the position of a putative pKAL-like plasmid (1 to 10; see Fig. 3) and the 

mitochondria assembly (A to F). Amplification of primers A to F is shown at the top right, with 

the indication of the 100bp molecular weight marker. Estimated sizes of the amplified fragments 

are indicated.   

 

Figure 2 – Analysis of codon usage in the identified ORFs. A: Plot of principal component 

analysis showing the sequence distribution according to codon usage, and relationship with ORF 

orientation (CWO: clockwise orientation; CCWO: counterclockwise orientation). B: Variable 

loadings (eigenvectors) of the first (left) and second (right) principal components.  

 

Figure 3 – Linnean classification of fungal species with sequenced mitochondrial genomes. The 

taxonomical data reported in the GenBank features under the field “ORGANISM” were used to 

order the species. “+” and “-“ indicate presence and absence of genes in a given species; “ab” 

indicates presence of isoforms and “2” indicates existence of copies.  

 

Figure 4 – Relative mtDNA size and gene location on the physical maps of representative fungal 

mitochondrial genomes – Lecaniclillium muscarium, Schizophyllum commune, Podospora 

anserine and Moniliophthora perniciosa. Individual genes are indicated by specific colors and 

vertical dashed lines inside the gene box represent introns.  
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Figure 5 – Phylogenic tree resulted from the concatenation of cox1, cox2 and cox3 obtained by 

Minimum Evolution (5000 bootstrap resamplings). The numbers under each internal branch are 

bootstrap values.  
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3. CAPÍTULO 2 

The phytopathogenic basidiomycete Moniliophthora perniciosa senesces and contains a 

linear plasmid stably integrated in its large mitochondrial genome 

 

Formighieri, E. F.; Rincones, J.; Thomazella, D. P. T.; Tiburcio, R. A.; Armas, E. D.; Shimo, H. 

M.; Araujo, M. R. R.; Cotomacci, C.; Carazzolle, M. F.; Carels, N.; Góes-Neto, A.; Carraro, 

D.M.; Deckmann, A. C..; Cascardo, J. C. M.; Meinhardt, L. W.; &  Pereira, G. A. G. 

 

Aceito na Fungal Genetics and Biology. Manuscrito com revisões pedidas já foi submetido. 
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Abstract  

 The hemibiotrophic basidiomycete Moniliophthora perniciosa causes witches’ broom disease in 

Theobroma cacao. Older cells of the saprotrophic mycelia show changes in colony morphology, 

hyphae mortality, and lower number of mitochondrial DNA (mtDNA) per cell and expression of 

an alternative oxidase, showing that M. perniciosa undergoes senescence, a phenomenon 

described for only a few ascomycetes. In Neurospora spp. senescence has been associated with 

mtDNA rearrangement caused by the integration of linear plasmids such as Kalilo and Maranhar. 

Remarkably, a similar plasmid was found integrated in the M. perniciosa mtDNA, but no mtDNA 

rearrangements were detected. The plasmid is an integral part of the mtDNA of the cacao-

infecting biotype and GC analysis suggested that its integration is a recent evolutionary 

acquisition of this biotype. This is the first report of senescence in a basidiomycete and the 

possible advantage of this process in the life cycle of this fungus is discussed. 

Index Descriptors and Abbreviations: Moniliophthora perniciosa; witches’ broom; senescence 

mitochondrial genome; linear plasmid; mtDNA: mitochondrial DNA; AOX: Alternative oxidase 
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1. Introduction 

The witches' broom disease (WBD) of cacao (Theobroma cacao L.) is one of the most important 

phytopathological problems to afflict the Southern Hemisphere in recent decades (Griffith et al., 

2003). In Brazil, the disease is endemic to the Amazon region and in 1989 it was introduced to 

southern Bahia, the largest area of cacao production in the country (Pereira et al., 1996). This 

resulted in a severe drop in the Brazilian production of this commodity and, within a decade, 

Brazil shifted from the second largest cacao exporter to a cacao importer (Andebrhan et al., 

1999). 

Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora (Agaricales, Marasmiaceae), 

previously classified as Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, is the causal agent of WBD and 

was recently determined to be closely related to Moniliophthora roreri (Aime and Phillips-Mora, 

2005; Evans et al., 2002; HC et al., 1978), the causal agent of frosty pod rot of cacao (FPR).  

Currently, the Moniliophthora classification pertains only to the C biotype members of the 

Crinipellis perniciosa complex, which was subdivided into at least 3 biotypes according to their 

hosts (Griffith et al., 2003). Biotype L is the most diverse in terms of biology. It is heterothallic 

and infects tropical lianas of the Bignoniaceae and associated plant debris, but this infection 

produces no apparent symptoms. Biotypes S and C are homothallic, hemibiotrophic and infect 

Solanaceae and Sterculiaceae, respectively. The infection is accompanied by a concerted series of 

physiological and biochemical events (Scarpari et al., 2005). Initially, the fungus is monokaryotic 

and occupies the apoplastic fluid. Though present at low density during this phase of the disease 

(Penman et al., 2000), the biotrophic mycelia cause very pronounced symptoms, with 

hypertrophy of the infected tissue. After a few weeks, the fungus converts to the dikaryotic 

necrotrophic/saphrotrophic phase and rapidly invades the brooms, which become necrotic 

(Meinhardt et al., 2006; Purdy and Schmidt, 1996; Scarpari et al., 2005; Smith and Read, 1997). 

The dry brooms can remain attached to the tree for up to several months, until appropriate 

environmental conditions induce the necrotrophic hyphae to produce basidiomes. Basidiospores 

are then liberated through an explosive mechanism and germinate on cacao meristems, thus 

reinitiating the fungal life cycle (Wheeler and Suarez, 1993). 

In view of its importance, M. perniciosa is currently the object of a genome project 

(www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) and its biology is under intensive investigation (Meinhardt et 
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al., 2006; Rincones et al., 2006; Rincones et al., 2003; Scarpari et al., 2005). In particular, we are 

very interested in understanding its mitochondrial metabolism, since this pathway is frequently a 

target for fungal disease control (Gisi et al., 2002). 

Disorders of the mitochondrial metabolism are normally associated with suppressive mtDNA 

mutations or sequence rearrangements, which cause impairment in the respiratory chain (Griffiths 

et al., 1992; Osiewacz, 2002a; Rieck et al., 1982; Tudzynski and Esser, 1979). Although most 

filamentous fungal species are obligate aerobes, fungi are able to compensate severe respiratory 

defects by activating a cyanide-insensitive, inducible alternative oxidase (AOX), which bypasses 

complexes III and IV and thus helps to protect the cells against electron leakage from an impaired 

respiratory chain (Gredilla et al., 2006; Osiewacz, 2002b). However, this protection is incomplete 

and the phenomenon of AOX induction has been systematically associated with the onset of the 

degenerative process known as fungal senescence (Bertrand, 2000).  

In Neurospora spp., some senescence-prone isolates contain the linear DNA kalilo plasmid 

(kalDNA), which is absent in long-lived strains (Bertrand et al., 1985; Bertrand et al., 1986). This 

plasmid has a typical invertron structure, with long terminal inverted repeats, two genes that 

encode for a DNA polymerase and a RNA polymerase, and 5’-linked terminal proteins (Chan et 

al., 1991; Court and Bertrand, 1992; Larsen, 1997). Once inserted into any mtDNA gene, 

kalDNA induces mitochondrial disruption and these functionally altered mitochondria 

outcompete normal mitochondria, leading to senescence and death due to defective respiration 

(Bertrand, 2000; Griffiths, 1992; Griffiths, 1998; Rieck et al., 1982). On the contrary, in P. 

anserina strain AL2 and in the slime mold Physarum polycephalum, which are species that 

normally senesce, insertion of mitochondrial plasmids in the mtDNA was correlated with an 

increased life span (Hermanns et al., 1994; Nakagawa et al., 1998). In some cases, the ability of 

mitochondrial plasmids to cause senescence depends on environmental factors. For instance, in P. 

anserina caloric restriction extends the life span in normal strains, but this condition leads to the 

opposite effect in cells that harbor the linear plasmid pAL2-1 (Maas et al., 2004). Though not yet 

clear, these data indicate that an interaction exists between mitochondrial plasmids, fungal 

lifespan and mitochondrial metabolism. Among the Basidiomycota, invertron-like DNA plasmids 

have been completely sequenced in Agaricus bitorquis (Robison and Horgen, 1999), Flammulina 
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velutipes (Nakai et al., 2000), and Pleurotus ostreatus (Kim et al., 2000), but no specific function 

has been associated with their presence in these hosts.  

Our group obtained the complete sequence of the mitochondrial genome of M. perniciosa 

(GenBank; accession number AY376688) and was surprised to find a linear plasmid as an 

integral part of this sequence. Moreover, we identified that this species undergoes senescence, a 

process that was connected with alterations in colony morphology, a reduction in the number of 

mtDNA per cell, and the activation of an alternative oxidase. This is the first time that senescence 

has been described for a basiodiomycete and we discuss the possible implication of senescence in 

the life cycle of M. perniciosa. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=34538652
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2. Material and methods 

2.1. Fungal isolates, culture and evaluation of nuclear condition  

The isolates of Moniliophthora perniciosa used in this study are listed in Table 1. Isolates were 

maintained in Malt Yeast Extract Agar and a piece of mycelia from the leading edge was 

subcultured to a new media plate as soon as it reached the edge of the Petri dish. For DNA 

extraction, mycelia were grown in malt extract broth at 28oC for over 20 days. In order to confirm 

the presence of the plasmid and its site of insertion in the mitocondrial genome we designed a set 

of five primers pairs (Table 2 and Fig. 2). Significant changes in culture morphology were noted 

after several subculturings (>10), done for a period of over a year (Fig 1D). In order to verify 

nuclear integrity, we performed a nuclei staining analysis of the cultures by incubating live 

mycelia with 10 units ml-1 SYBR® Green I (Molecular Probes, Eugene, OR) in a solution of 10 

mM phosphate buffer (pH 7.6) and 18% glycerol for 2 minutes as described previously 

(Meinhardt et al., 2001). 

2.2. Sequencing, sequence analysis and semi-quantitative PCR analysis 

 The mitochondrial genome of M. perniciosa was sequenced as part of the Witches’ 

Broom Genome Project through the whole shotgun approach (Venter et al., 1998). Total DNA 

was extracted as described previously (Talbot, 2001) and sheared by sonication or nebulization 

(Surzcki, 2000). Fragments ranging in size from 1 to 2 and 2 to 4 kb were cloned into the SmaI 

site of pUC18 or pCR4Blunt (TOPO Shotgun Subcloning kit, Invitrogen – Life technologies). 

The reads were assembled using the Phred/Phrap/Consed software package (Ewing and Green, 

1998; Ewing et al., 1998) and assemblage accuracy was confirmed with the CAP3 software 

(Huang and Madan, 1999). The density of reads along the mitochondrial genome (mtDNA) was 

defined as the number of reads that form the consensus of each single nucleotide. This estimation 

was made considering 500 bp windows. The complete mtDNA sequence has been deposited at 

GenBank (accession number AY376688). Analyses of GC level and GC skew (Grigoriev, 1998) 

were carried out using Analseq (http://ludwig-sun2.unil.ch/~plangend/tp4/analseq.html). Semi-

quantitative PCR analysis was performed in order to compare the relative amount of specific 

mitochondrial, plasmid and genomic sequences in a total DNA sample derived from senescent 

mycelia (>10 subculturings). Three primer pairs were compared by this approach: P9 and P10 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=34538652
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(plasmid DNA), A and B (mtDNA) and URA3F and URA3R (chromosomal DNA) (Table 2). 

The components of the PCR reactions were: 120 ng total DNA, 200 nM each Forward and 

Reverse primers, 2.5 mM MgCl2, 200 μM each dNTP, 1X PCR reaction buffer (Invitrogen), and 

1 unit Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen). The samples were placed in a Peltier 

Thermal Cycler PTC-225 (MJ Research) using the following program: 5 min at 94 ºC and 30 

cycles of 50 s at 94 ºC, 50 s at the proper annealing temperature (52 ºC for primer pairs 9/10 and 

A/B and 58 ºC for primer pair URA3F/URA3R), and 80 s at 72 ºC. Aliquots were taken after 

cycles 15, 21, 24, 27, and 30. Gradual accumulation of amplicon products was verified on a 0.8% 

agarose gel containing 0.5 μg mL-1 ethidium bromide, fragments were separated in 1X TAE 

buffer at 4 V/cm.   

2.3. Analysis of AOX gene expression 

The gene coding for an alternative oxidase (AOX) from M. perniciosa was recognized in the 

genome database by sequence similarity with counterparts from other fungi. The partial sequence 

of the M. perniciosa AOX was deposited at GenBank (accession number AY376688). Total RNA 

from young and senescent saprotrophic cultures was extracted using the RNeasy Plant Mini kit 

according to the manufacturer’s protocol (Qiagen, USA, Valencia, CA). 10 μg of total RNA from 

each extraction were subjected to ordinary northern blotting (Ausubel et al., 1998). The AOX 

probe corresponds to its complete cDNA, without the signal peptide. This 1.3 kb fragment was 

extended using the primers AOXF (5’-ATCTCTTCAAGCACCAGTAACAGG-3’) and AOXR 

(5’-ACTACTACCTGAACGCCTGTAATGG-3’).The PCR product was confirmed through 

agarose gel electrophoresis, purified using the Wizard® DNA Clean-up Kit (Promega), and 32P-

labelled by random priming following standard procedures (Ausubel et al., 1998) Hybridizations 

were carried out at 42 ºC in a solution containing 50% formamide, 10% polyethylene glycol 

(PEG 8000), 7% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 120 mM Na2HPO4 (pH 7.2), 250 mM Sodium 

Chloride, 1 mM EDTA (pH 8.0), and 0.1 mg mL-1 salmon sperm DNA. Washing of the 

membranes was performed according to manufacturer’s instructions. Autoradiography was 

carried out at –70 ºC, using Kodak X-ODAT film with two intensifying screens. 

2.4. Statistical analysis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=34538652
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The differences between the ratios of reads from nuclear DNA to that from mtDNA were 

evaluated by analysis of variance using R software (Ihaka and Gentleman, 1996). Prior to that 

analysis, homogeneity of variances was checked by Bartlett test and normality by Shapiro-Wilk 

test and QQ-Plot, with the data being transformed by asin√ratio and the normality confirmed by 

means of Shapiro-Wilk test of residues (Zar, 1998). 

2.5. Phylogenetic analysis 

The evolution of fungal invertron plasmids was analyzed using a phylogeny of the protein 

sequences for the DNA (dpo) and RNA (rpo) polymerases of invertron-like plasmids from the 

Basidiomycota and Ascomycota. Individual protein sequences were aligned using ClustalW 

(Thompson et al., 1994) with default options, except for the PAM matrix (Dayhoff et al., 1978). 

Regions of uncertain alignment at the terminus of the sequences were removed before 

phylogenetic analyses. Misalignments in internal regions were manually edited. Phylogenetic 

analyses using Minimum Evolution (ME) were performed in MEGA 3 (Kumar et al., 2004) with 

distances obtained from PAM matrix (Dayhoff and Orcutt, 1979). The robustness of tree 

topology was tested using 5000 bootstrap resamplings (Felsenstein, 1985). A Maximum 

Likelihood-based phylogeny (ML) was constructed using PROML and SEQBOOT, available in 

the PHYLYP package (Felsenstein, 1997), using the same PAM matrix. The tree branch support 

was obtained using 100 replicated datasets. Evolutionary rates were presumed to be 

homogeneous among sites in both phylogenetic analyses.  
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3. Results 

3.1 Mitochondrial genome sequencing and estimation of mitochondria copy number 

The genome of Moniliophthora perniciosa was sequenced using the whole genome shotgun 

approach. For this, we constructed approximately 50 genomic libraries using total DNA extracted 

from cells of the isolate CP02 (Table 1). Each library corresponded to independent cloning events 

using DNA obtained from individually growing cultures of CP02. After assembling 124,565 

reads derived from plasmids of different libraries, a large circular contig enclosing 5,448 reads 

was generated that corresponded to the mitochondrial genome (mtDNA) of the fungus. This 

sequence was confirmed by further shotgun sequencing, with the final assemblage containing 

6,920 reads, and by the extension of three unrelated regions (data not shown). Because mtDNA 

was assembled from randomly generated-reads, the occurrence of mitochondrial or nuclear reads 

is directly proportional to the amount of DNA in each of the two genomes. Thus, considering that 

(i) cells are dikaryotic (two nuclei/cell), (ii) the individual nuclear genome has approximately 30 

Mb (Rincones et al., 2003) and (iii) the mitochondrial genome is 109 kb, the occurrence of one 

read of mtDNA in every 550 reads would indicate the presence of one mtDNA/cell. According to 

this calculation, we estimated a mean of 25 mtDNA per cell. However, we identified that the 

proportion between nuclear and mitochondrial reads was not constant, but varied according to 

age of the cells employed to produce the libraries (Fig. 1A). Libraries produced from young 

mycelia presented a higher number of mitochondrial reads in their composition, with an 

estimated frequency of 41 mtDNA/cell, when compared with libraries constructed using DNA 

from older hypha (16 mtDNA/cell). This difference of composition was statistically significant, 

as determined by the F-test in the analysis of variance of transformed data ratios at a 1% level of 

significance (Fig. 1B and 1C). The correlation between number of mitochondria and the age of 

the culture suggested the existence of different physiological stages in the saprotrophic mycelia. 

This fact led us to make a more detailed inspection of young and old cultures growing in solid 

media. We observed that continuous subculturing of the hyphae lead to a change in colony 

morphology. In some cases, we were able to observe in the same plate the formation of sectors 

with different growth patterns (Fig 1D, central picture), which were maintained even when new 

cultures were started with cells from the different sectors (Fig. 1D, panel left and right). While 

young cultures show a regular and vigorous growth, with cells containing distinct nuclei (Fig. 1D, 
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right panels), old cultures present an irregular progression of mycelia, forming concentric 

borders. Most cells of old cultures contain smeared DNA (Fig. 1D. left panels) and are unable to 

initiate a new culture. Taken together, these observations indicate the occurrence of the 

senescence phenomenon, which has been described in a limited number of fungal species 

(Griffiths, 1992). 

3.2 Plasmid sequence 

We identified in the M. perniciosa mitochondrial genome a structure resembling linear 

mitochondrial plasmids (Griffiths, 1995): a DNA-dependent RNA polymerase (rpo) and a DNA-

directed DNA polymerase (dpoB), in opposite orientation and flanked by two sets of small 

inverted repeats (Fig. 2). The mitochondrial kalilo plasmids harbin-3, from Neurospora 

intermedia and maranhar, from N. crassa, have been found in dynamic integration processes 

associated with mtDNA rearrangement and senescence (Bertrand et al., 1986; He et al., 2000). 

Since M. perniciosa undergoes senescence as well, we reasoned that the plasmid we found in the 

mtDNA could be involved in this phenomenon by leading to the disorganization of mtDNA in 

old mycelia. If so, the plasmid would be expected to be able of autonomous replication from the 

mitochondria and that it would cause the formation of rearranged versions of the mtDNA by 

random integration.  

To test this hypothesis, we first investigated the presence of rearranged versions of the mtDNA 

by inspecting if the assemblage of mtDNA was unique or if non-consensus regions were formed 

when DNA sequences from old and young hypha were mixed. This analysis clearly showed that 

the assemblage always resulted in the same consensus, thus refuting the possibility that diverse 

mtDNA versions were being produced as the mycelia aged. Moreover, the density of reads was 

homogeneous along the mtDNA assemblage (data not shown), indicating that the plasmid region 

may not exist in free form. In this case, it would be expected that reads composing its sequence 

would be overrepresented. In order to further confirm this hypothesis, a semi-quantitative PCR 

analysis was carried out to compare the relative amount of specific mitochondrial, plasmid and 

genomic sequences in a total DNA sample derived from senescent mycelia (>10 subculturings) 

(Fig. 4a). The results confirm a higher proportion of mitochondrial DNA (amplicon can be seen 

after 21 PCR cycles) in relation to genomic DNA (amplicon can only be seen after 24 cycles) and 
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also indicate equal proportion of mitochondrial and plasmid sequences. This result indicates that 

the plasmid is an integral part of the mtDNA. 

In order to investigate the existence of this plasmid sequence in other isolates and to survey for 

mitochondrial genomes without the inserted plasmid, a set of five primer pairs was designed 

(primers P1 to P10 in Table 2) and tested in specific combinations (Fig. 2, upper panel). Note 

that, except for P5 and P6, all primer pairs match the sequences immediately adjacent to the 

inverted repeats.  

In Fig. 2, lower panel, we show representative results of the PCR analysis of 37 isolates, 

including 28 C- and 9 L-biotypes. Using DNA from all C-biotypes isolates, independent of their 

geographic origin (Table 1), and the PCR extension always resulted in the same profile found in 

the reference isolate (CP02). This indicates that all of these isolates bear a plasmid-like region 

integrated at the same site in their mitochondrial genome. On the other hand, PCR analysis of the 

L-biotype DNA showed significant differences in its profile. Although these isolates may bear a 

plasmid-like region, as can be concluded from the positive extension of the primer pairs P5-P6 

and P7-P8, this region is not integrated at the same site within the mitochondria, due to the fact 

that the extension of primers P1-P2 and P3-P4 failed to produce discrete fragments. Moreover, 

extension of P9-P10 produced fragments with sizes differing from those found in the C-biotypes.  

Additional fragments were observed at reduced intensities in the gels and were consistently 

produced in most reactions, such as P5-P6, P7-P8 and P9-P10 in C-biotype isolates (Fig. 2). 

However, these fragments were produced even when only one primer was independently used in 

the PCR reaction (data not shown). The probable explanation for these spurious amplifications is 

the high AT content of the primers, an unavoidable feature due to the low GC content found in 

the mtDNA, which may allow for a less stringent pairing.   

All isolates were also tested with the primer combination P1-P4, which should amplify a small 

fragment in any mtDNA lacking the plasmid. Irrespective of the biotype tested, we did not 

succeed in identifying any band of this size.   

3.3 GC content 

The mitochondrial genome was analyzed for GC content. While the nuclear genome presents a 

GC content of 47.7% (calculated from the non-mitochondrial clusters; data not shown), in the 

mtDNA it was only 31.9%. The local content was assessed by sliding windows over 5000/500 bp 
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and 500/50, which presented compositional variation according to the region (Fig. 3). In the 

plasmid-like region there was a drop in the GC% (black line: 5000/500), a reduction in the local 

variation of this composition (blue line: 500/50) and a change in the direction of the cumulative 

GC skew (limited by the dotted lines 1 and 4), which is an event that might represent a genome 

rearrangement (Grigoriev, 1998). This region covers not only the core plasmid (between the 

inverted repeats; Fig. 2), but also the hypothetical ORFs HypP3, 58, 57, 28 and 29, upstream to 

dpoB (Fig. 2). Moreover, the cumulative GC skew indicates that the origin of replication may be 

located around position 1, in which a negative peak was identified (Fig. 3).  

3.4. AOX gene expression analysis 

AOX gene expression in young and senescent cultures of saprotrophic mycelia of M. perniciosa 

was investigated by northern blot analysis. The results show that AOX expression cannot be 

detected in the young saprotrophic cultures, while in the senescent cultures its expression is 

considerably induced (Fig. 4b). This result indicates that the respiratory chain is impaired in older 

saprotrophic cultures of M. perniciosa.  

3.5. Phylogenetic analysis of the sequences of the plasmid polymerases  

The genes encoding polymerases from all fungal invertrons-like plasmids (including kalilo-like 

ones) were compared with the putative plasmid polymerases found in the M. perniciosa mtDNA. 

Both ML and ME analysis produced the same topology (Fig. 5 shows ME results), indicating the 

separation of the sequences into two major groups: kalilo-like and other non-kalilo-like linear 

plasmids. In this analysis, M. perniciosa genes grouped together with the kalilo-like sequences 

from other fungi.  
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4. Discussion 

In this work we report the phenomenon of senescence in Moniliophthora perniciosa. Senescence 

was detected in fungal cultures during the sequencing of its mitochondrial genome (mtDNA) 

using the whole shotgun strategy. In order to sequence the mtDNA, several libraries had to be 

constructed because initial DNA isolations, when only older fungal cultures were available for 

DNA extraction, proved to be inefficient. We observed that with older cultures, independent of 

the cell density used for extraction, the final DNA concentration was low and unstable; i.e. it 

degraded rapidly when incubated at room temperature. On the other hand, stable DNA could be 

easily obtained from mycelia derived from newly germinated spores or from mycelia that had 

been subjected to only a few cycles of subculturing. Additionally, the frequency of mitochondrial 

reads in the genomic libraries could be negatively correlated with the number of subcultures prior 

to the extraction of DNA; i.e. mycelia subcultured for multiple cycles presented a significantly 

lower proportion of mtDNA when compared to nuclear DNA. The mycelia from multiple 

subculturing cycles revealed a lower number of mtDNA/cell, estimated at 16 copies, while newer 

mycelia showed a higher proportion of mtDNA, estimated at approximately 41-mitochondrial 

genomes/cell.  

In view of this difference in the number of mitochondria, closer inspections of the fungal cultures 

were made. New cultures originated from germinating spores showed vigorous and homogenous 

mycelial morphology (Fig. 1D, right panel). However, after ~10 subcultures (approx. 45 cm of 

linear growth), depending on the isolate, mycelial growth became irregular and slow (Fig. 1D, 

left panel), showing a concentric and irregular pattern resembling the “stop-start” growth of 

senescent kalilo and maranhar strains of Neurospora intermedia and N. crassa, respectively 

(Court et al., 1991; Griffiths et al., 1992; Griffiths and Bertrand, 1984; Griffiths et al., 1986).  

Continuous subculturing led to the death of the culture. Consistent with this fact, staining of 

nuclei with SYBR® Green I showed that most cells from older cultures have degraded nuclei in 

contrast with cells from young cultures (see detail in Fig 1D). Therefore, it appears that 

saprophytic cultures of M. perniciosa undergo senescence, a term that was initially employed for 

the ascomycete Podospora anserina to describe a very similar process (Griffiths et al., 1992; 

Griffiths and Bertrand, 1984; Marcou, 1961; Osiewacz, 2002b; Rizet, 1953; Rizet, 1957). The 

explanation for the “stop-start” mycelial morphology may be related to the persistence of latent 
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living cells in the mycelium that are located several centimeters away from the dead tips and are 

responsible for reinitiating mycelial growth over the dead tissue (Bertrand and Pittenge, 1969). 

To our knowledge, this is the first time that senescence has been described for a basidiomycete. 

The phenomenon has been intensively studied in the ascomycetes Neurospora spp. and 

Podospora anserina, and although there is mitochondrial failure in both cases, the mechanisms 

involved seem to be diverse.  

In Neurospora spp. senescence has been associated with mitochondrial plasmids, such as the 

kalilo and maranhar of Neurospora intermedia and N. crassa, respectively (Bertrand et al., 1986; 

Court and Bertrand, 1992). In these species, there is a strong correlation between the presence 

and random insertion of these plasmids into the mtDNA and the onset of senescence and death 

(Griffiths et al., 1992). It has been postulated that in young cultures the plasmids are only found 

in free form. After a specific time period that depends on the strain, the plasmid begins to 

proliferate and inserts at random sites in the mtDNA. As senescence progresses a greater number 

of inserted molecules is found, thus generating new versions of the mtDNA (Griffiths, 1992). For 

unknown reasons, the rearranged mtDNAs show a higher ability to proliferate and become more 

frequent in the mycelia, ultimately leading to disruption of mitochondrial function, senescence 

and death (Bertrand et al., 1986; Court and Bertrand, 1992). 

Interestingly, two of the ORFs identified in the mtDNA of M. perniciosa were the polymerase 

encoding genes dpo and rpo, which are arranged as an invertron structure that is typical of 

mitochondrial linear plasmids (Griffiths, 1995; He et al., 2000; Larsen, 1997). The plasmid-like 

sequence found in the mtDNA of M. perniciosa seems to be complete, with the two polymerases 

flanked by inverted repeats.  

In order to test whether the linear plasmid found in the mtDNA could account for the senescence 

seen in M. perniciosa, we studied its structure and replication. The phylogenetic analysis of the 

plasmid polymerases produced a consistent Agaricales group represented by plasmids pFV1 of 

Flammulina velutipes and pMLP2 from Pleurotus ostreatum (Fig. 5), thus indicating that the 

presence of such sequences in M. perniciosa follows a natural evolutionary history. Concerning 

its structure, we found some important differences between this plasmid and true linear plasmids.  

Firstly, typical inverted repeats of linear plasmids are long (around 1000 bp), but in the plasmid-

like sequence of M. perniciosa they consist of two short pairs of discontinuous repeats, 347 and 
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130 bp long (Fig. 2), that are located 11284 and 6743 bp apart, respectively. Three hypothetical 

ORFs were found in the region between the short and long repeats (Fig. 2). It is possible that such 

interruptions in the inverted repeats hampered the autonomous replication of the plasmid by 

preventing recombination between these regions. In fact, we show that plasmid and mtDNA are 

found in equal proportion in a total DNA sample (Fig. 4a), indicating that this plasmid is indeed 

unable of autonomous replication, thus being found only integrated in a stable manner into the 

mtDNA. In addition, no recombinant versions of the mtDNA of M. perniciosa was found during 

the assembly of almost 200,000 reads from different cultures (Fig. 1), indicating that the 

sequence of the mtDNA of this fungus remains stable and is not subjected to dynamic 

recombination or any other similar processes.  

Stability of the mtDNA was further tested by examining several M. perniciosa isolates from 

different geographic regions and biotypes. Remarkably, the results show that all C-biotype 

isolates, independent of geographic origin, presented the same PCR extension profile (Fig. 2), 

further confirming that the plasmid region is an integral part of the mitochondrial genome of this 

biotype. In contrast, the analysis of L-biotype isolates indicated the existence of a similar 

sequence, but it was neither identical nor integrated at the same position in the mitochondrial 

genome of this biotype. Therefore, the stable integration of this plasmid in the mtDNA could be a 

recent evolutionary event, possibly associated with the development of some biotypes. A detailed 

analysis of the mitochondrial sequences reinforced this hypothesis. The invertron and the five 

hypothetical ORFs of the plasmid region (three conserved and two unknown; Fig. 2) showed a 

very particular GC pattern (Fig. 3), including a preeminent alteration in the direction of the 

cumulative GC-skew. This fact suggests that the whole plasmid region was integrated into the 

mitochondrial genome in a single event and that its sequence has not yet adapted to the rest of the 

genome (Guy and Roten, 2004; Roten et al., 2002). This is a situation similar to the one described 

for the integration of prophages into bacterial genomes (Lazarevic et al., 1999).  

Therefore, the evidence presented here indicates that disruption of mtDNA integrity, 

caused by plasmid integration, may not be responsible for the senescent phenotype observed in 

M. perniciosa.  

In fact, there is no direct relationship between the presence of mitochondrial plasmid and 

senescence. True linear mitochondrial plasmids have been found in numerous fungal species, 
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including basidiomycetes, for which no senescence has been detected, or at least described 

(Griffiths, 1995). However, the fact that this plasmid seems to be complete and it is stably 

integrated in the mitochondrial genome of the C-biotype isolates is intriguing. In most cases of 

plasmid integration, only fragments of plasmid (“scars”) remain as integral parts of the mtDNA 

(Cahan and Kennell, 2005).  

It has been suggested that mitochondrial plasmids could confer some advantage to their 

hosts, such as improved resistance to temperature and higher fertility in Neurospora spp. (Bok 

and Griffiths, 2000). Also, in some species, such as P. anserina and Physarum polycephalum, 

which undergo senescence through a plasmid-independent process, insertion of mitochondrial 

plasmids into the mtDNA was correlated with an increased lifespan (Hermanns et al., 1994; 

Nakagawa et al., 1998). Considering that M. perniciosa is a filamentous fungus with coenocytic-

like arrangement (Maheshwari, 2005) that would allow competition at the subcellular level 

(Bertrand, 2000; Taylor et al., 2002), the integration of this plasmid at this precise site in the 

mtDNA of the C-biotype could have conferred some advantage to this organelle that resulted in 

its proliferation and ultimate displacement of mitochondria that lacked this integration. Further 

studies would be needed in order to verify this hypothesis.  

Although we failed to detect rearranged versions of the mtDNA of M. perniciosa, we did find a 

correlation between a significantly lower number of mitochondria per cell and the onset of 

senescence. Moreover, we were able to detect increased AOX expression in senescent 

saprotrophic cultures when compared to young ones (Fig. 4b). This result is consistent with the 

observations that alternative oxidase is induced as senescence progresses in senescent fungal 

species (Bertrand, 2000; Osiewacz, 2002b). Therefore, it is highly probable that the reduction of 

mitochondrial DNA in older cells of M. perniciosa is connected with a process of mitochondrial 

failure, which results in increased AOX expression.  

In conclusion, our findings suggest that the life cycle of M. perniciosa described in literature is 

incomplete, and a further stage should be added to the four phases previously defined by specific 

cell morphology: (1) spores, (2) biotrophic mycelium (3) necrotrophic/saprotrophic mycelium, 

and (4) mushroom/fruiting body (Evans, 1980; Purdy and Schmidt, 1996). In fact, the 

saprotrophic mycelia show at least two distinct age-dependent morphologies that relate to 

different physiologies with regards to respiration and energy production. 
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Considering that senescence occurs rarely in fungi, the presence of this phenomenon in M. 

perniciosa leads us to believe that it could play an important role in the biology of Witches’ 

Broom Disease. The degraded nuclei suggest that most mycelial cells die during the late 

saprotrophic phase. Nevertheless, these dead cells might be valuable to the mycelia as a whole, 

since, according to (Maheshwari, 2005), nuclei of filamentous fungi may serve as storehouses of 

nitrogen and phosphorus in the form of DNA. The breakdown products would then be recycled 

through the “coenocytic-like mycelia”, thus providing hyphal tips with the ability to persist and 

forage into new areas (Maheshwari, 2005). Consequently, the rapid colonization of infected 

tissues followed by the death of old mycelia could be a strategy used by M. perniciosa to allow 

the quick absorption and storage of large amounts of nutrients that are available promptly after 

the death of the tissues (brown brooms) and, thus, reduce nutrient availability for competing 

saprotrophic microbes. Moreover, the “stop-start” growth pattern suggests the existence of cells 

in stationary phase that could “wait” for the proper conditions to start basidiome formation 

(Rocha and Wheeler, 1985). Additional studies, such as detailed histology of the nuclear 

condition of the mycelia in planta, a careful survey of the mtDNA from other biotypes, and the 

analysis of the expression of genes connected with mitochondrial function are the next steps to 

unravel the fascinating life-cycle of M. perniciosa.   
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Figure legends 

 

Figure 1 – Distribution of nuclear and mitochondrial reads from shotgun libraries constructed 

with total DNA extracted from old (white area) or young (gray area) CP02 mycelia. A – top: 

number of reads from mitochondrial genome (black bars) in comparison with total reads (gray 

bars). Number of reads in each library is given in log scale (y axis).  A – bottom: ratio between 

mitochondrial and total reads (y axis). B: QQ-Plot analysis showing normal distribution of 

transformed data (asin√ratio). C: Box-Plot of transformed data (asin√ratio) showing the percent 

of mitochondrial reads in libraries from young (gray) and old mycelia (white). D. Cultures on 

plate showing the apparent morphology of the mycelia. Right, cultures of young mycelia; central 

picture, formation of sectors in a plate recently subcultured from a young mycelia showing the 

shift to old hyphae; left, growth of old hyphae, forming concentric borders. In the detail, 

fluorescent light microscopy of cells from both young and old hyphae stained with SYBR® 

Green I (solid bars = 10 microns). In young mycelia the dikaryotic nuclei are easily identified, 

while in old cells they appear degraded.  

 

Figure 2 – Plasmid structure and occurrence in different isolates and biotypes. A general scheme 

of the plasmid is shown at the top; it encompasses two polymerases (rpo and dpoB) and 

hypothetical ORFs, which present the same color when they have significant sequence similarity. 

Identical inverted repeats are connected by dotted lines and their sizes are indicated. The primer 

positions are indicated along with the expected size of the amplifications for each pair. A 

representative result of the DNA amplification from 3 different C-biotype isolates, collected in 

Bahia and Amazon, and two L-biotypes (see Table 1) is shown at the bottom. Note that for each 

amplification reaction of C-biotype isolates, the most intense band always corresponds to the 

expected size indicated in the scheme.  

 

Figure 3 – Analysis of GC along the M. perniciosa mitochondrial genome.  The relative position 

of conserved genes, intronic ORFs, hypothetical genes in the CWO and CCWO, and tRNAs is 

shown at the bottom. Local GC percent was obtained by scanning the sequence with sliding 

windows of 5000/500 bp (black line) and 500/50 bp (blue line). The red line shows the 
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cumulative GC skew. Traced vertical lines represent areas of the plasmid region: lines 1 and 2 

mark the limit of the external inverted repeats; line 3 represents the border of the last ORF in 

CCWO with conserved codon usage; line 4 indicates a sharp alteration in the amplitude of the 

GC percentage. 

 

Figure 4 – A – Semi-quantitative PCR analysis of a total DNA sample from senescent mycelia 

(>10 subculturings) used to compare the relative amounts of specific mitochondrial, plasmid and 

genomic sequences. PCR conditions were identical for the three reactions, using three different 

specific primer pairs: P9 and P10 for plasmid DNA; A and B for mtDNA and URA3F and 

URA3R for nuclear DNA (Table 2). Gradual accumulation of the PCR product was verified by 

collecting 5 μL aliquots from each reaction after the number of cycles indicated.  M= size marker 

λ-HindIII (Invitrogen). B – Northern blot analysis of the alternative oxidase gene expression in 

young and senescent cultures of saprotrophic mycelia of M. perniciosa. Upper panel shows the 

30S and 18S ribosomal bands of the total RNA (10 μg) of each condition. Lower panel shows the 

northern blot hybridization with a 32P-labelled probe corresponding to the complete cDNA 

coding for AOX of M. perniciosa. 1= total RNA from young saprotrophic mycelia (<10 

suculturings); 2= total RNA from senescent saprotrophic mycelia (>10 subculturings). 

 

Figure 5 – Unrooted tree of the genes encoding polymerases from mitochondrial plasmids 

including all kalilo-like plasmids published to date obtained by Minimum Evolution (5000 

bootstrap resamplings). Numbers next to each internal branch are bootstraps values. The double 

lined branch indicates a major separation into two groups. Basidiomycetes are underlined. 
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Table 1 – M. perniciosa isolates used in this study, organized by biotypes (Biot), municipality of 

collection and institution responsible for this collection (Repository).  

 

Isolate Biot Local of collection Repository

CP02 C Itabuna, BA, Brazil UESC1 

CP09 C Ilhéus, BA, Brazil CEPLAC2 

Belmonte C Belmonte, BA, Brazil UFB3 

Ilhéus C Ilhéus, BA, Brazil UFB 

Santo Amaro C Santo Amaro, BA, Brazil UFB 

FA42, FA276, FA277, FA278, 

FA562, FA563 C Itabuna BA, Brazil FAC4 

FA281 C Aiquara, BA, Brazil FAC 

FA287 C Inema, BA, Brazil FAC 

FA293 C Gandu, BA, Brazil FAC 

FA300 C Ibirataia, BA, Brazil FAC 

FA311 C Itagiba, BA, Brazil FAC 

FA317 C Ilhéus, BA, Brazil FAC 

BP10 C Itapebi, BA, Brazil FAC 

FA551 C Tabatinga, AM, Brazil FAC 

ESJOH-1 C Marituba, PA, Brazil ESALQ5 

ESJOH-2 C Ouro Preto, RO, Brazil ESALQ 

ESJOH-3 C Belém, PA, Brazil ESALQ 

ESJOH-4 C Altamira, PA, Brazil ESALQ 

ESJOH-5 C Medicilandia, PA, Brazil ESALQ 

ESJOH-6 C Ariquemes, RO, Brazil ESALQ 

ESJOH-7 C Manaus, AM, Brazil ESALQ 

ESJOH-8 C Ji-Paraná, RO, Brazil ESALQ 

ESJOH-9 C Alta Floresta, MT, Brazil ESALQ 

SCFT L San Carlos, Napo Prov, UW6 
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Equador  

FA322 L 

San Carlos,,Napo Prov, 

Equador FAC 

LEP1, LA10, LA17, LC3, LC11 L Pichilingue, Equador  UW 

SCL4, SCFT48 L 

San Carlos, Napo Prov, 

Equador  UW 

 
 (1) UESC (Universidade Estadual de Santa Cruz) in Ilhéus, Bahia-Brazil, collected by Júlio Cascardo; (2) CEPLAC 

(Comissão Executiva do Plano de Lavoura do Cacau) in Ilhéus, Bahia-Brazil, collected by Karina Gramacho; (3) 

UFB (Universidade Federal de Brasilia) in Brasilia-Brazil, collected by Maricília Arruda; (4) FAC (Fazenda 

Almirante Cacau) in Ilhéus, Bahia-Brazil, collected by Alan Pomella; (5) ESALQ - CENA (Centro de Energia 

Nuclear na Agricultura, in Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”) in Piracicaba, São Paulo-Brazil, 

collected by Paulo Albuquerque (ERJOH – CEPLAC); (6) UW (University of Wales), in Aberystwyth-U.K., 

collected by Gareth Griffith. Isolates FA 104, FA 607, FA 608 and FA 609 were kindly provided by Dr. Robert 

Weigart Barreto (Universidade Federal de Viçosa). 
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Table 2 – List of PCR primers used in this work.  Or.: Orientation of the extension by that 

primer;. >> and << indicate the primers on the 5’ and 3’ sides, respectively. Init. pos and Final 

pos are for the mtDNA location (bp) where sequence is homologous to the 5’ and 3’ primers, 

respectively. Base count is according to Figure 2. URA3F and R primers are from M. perniciosa 

genome. 

 

Primer Sequence Or.Init. pos
Final 

pos 

P1 GCAGGGAAGGGATATATAGG >> 73,212 73,231

P2 TTTGAGAGAGCATCAAATCC << 73,755 73,736

P3 TTTTGAGAGAGCATCAAATCC >> 84,485 84,505

P4 AAAGAACTGAAATCCGAGG << 85,184 85,166

P5 CATTTGTAAAGGAAAAGATGG >> 79,490 79,510

P6 TTCTTCTTTCTTCGCAGC  << 80,432 80,415

P7 GAAGAAGCTGCTGGATCAGG >> 76,645 76,664

P8 GCTCCATTTTGTCAACAAGC << 77,446 77,427

P9 AAAAGCGAAGTTAAGCAAGAGG>> 83,266 83,287

P10 TGGGGAGACTATGGAAATGC << 84,098 84,079

A GACCCTATGCAGCTTCTACTG >> 3,062 3,082

B TTATCCCTAGCGTAACTTTTATT << 4,033 4,013

URA3F ACCACAAATGCCTTCACCTC  

URA3R GGGTCCTTTCCGTATATTCCTC  
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4. CAPÍTULO 3 

Gene Projects: a Web application for ongoing annotation in EST and Shotgun genome 

projects 

 

Marcelo Falsarella Carazzolle, Eduardo Fernandes Formighieri, Luciano Antonio Digiampietri, 

Marcos Renato Rodrigues Araújo, Gustavo Gilson Lacerda Costa and Gonçalo Amarante 

Guimarães Pereira 

 

Obs.: Detalhes sobre o programa e o sistema de anotação nos anexos C, D e E. 



 

 

67

Gene Projects: a Web application for ongoing annotation in EST and Shotgun genome 

projects 

 

Marcelo Falsarella Carazzolle1*, Eduardo Fernandes Formighieri1, Luciano Antonio 

Digiampietri2, Marcos Renato Rodrigues Araujo1, Gustavo Gilson Lacerda Costa1 and Gonçalo 

Amarante Guimarães Pereira1 

 
1 Laboratório de Genômica e Expressão – Departamento de Genética e Evolução, Instituto de 

Biologia, Universidade Estadual de Campinas, 13083-970, Campinas – SP, Brazil.  
2 Instituto de Computação, Universidade Estadual de Campinas, 13084-971, Campinas – SP, 

Brazil. 

 

* Corresponding author: mcarazzo@lge.ibi.unicamp.br, Phone: +55 (19) 3788-6651, FAX: +55 

(19) 3788-6235  

 

Abstract 

Genome projects, both DNA and ESTs, generate a great amount of information. It demands time 

and a well-structured bioinformatics laboratory to manage these data. These genome projects use 

information available in heterogeneous formats from different sources. The amount and 

heterogeneity of this information, as well as the absence of a world consensus pattern, make the 

integration of these data a difficult task. At the same time, sub-tasks of these projects are very 

complex, such as microarray analyses. It creates a demand, easily verified in real projects, for the 

development of creative solutions for ongoing annotation, thematic projects, and microarrays 

experiments, among others. This paper presents Gene Projects, a well-tested system developed to 

integrate all these kinds of solutions. 
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1. Introduction 

Large-scale sequencing projects often target either genomic or cDNA sequences. For genomic 

sequences, the most used sequencing strategy is the Whole Genome Shotgun - WGS (Venter et 

al., 1998), where the DNA is broken into fragments that are sequenced randomly. The goal is to 

assemble these fragments to reconstitute the whole genome sequence or, at least, to obtain an 

ordered list of large genomic regions with interleaved gaps. In the latter case, we say that it is a 

draft genome. On the other hand, cDNA sequencing projects aim to look directly at the genes 

expressed in different conditions. The cDNA is synthesized using the cellular mRNA as template, 

thus it samples the pool of active genes in a specific cell condition. The fragments of sequenced 

cDNA are called ESTs (Expressed Sequence Tags), thus, cDNA sequencing projects are often 

called EST genome projects. The ESTs are often assembled to improve the length and the quality 

of the ESTs, to obtain the current set of full sequence of cDNAs and to identify expression 

patterns in different studied conditions. 

 

Genome projects produce a great amount of reads, which are chromatograms representing 

sequence fragments. This sequencing stage usually lasts for many months. On the other hand, the 

available tools for retrieving information from these incoming data demand bioinformatics 

expertise and many computational resources. For this reason, the end user typically has access to 

this information only after that great part, if not all, of the sequencing had been made. Besides 

this, small projects almost never can have an own bioinformatics infrastructure. 

 

At the same time, there are different kinds of information related with genome projects that can 

be produced and utilized during the process of assembly and annotation of the genome. For 

example, there is a strong relationship between a genome project and the choice of clones to be 

analyzed in microarrays, as well as the inverse pathway, that is, the selection of sequencing 

clones from microarrays analyses. To favor this kind of interaction, it is necessary an efficacious 

search mechanism and a robust analysis mechanism, both able to deal with thousands of clones 

and to minimize the possibility of human errors. In the other extremity of this process, the 

annotation of genes and other complex activities need the interaction among several kinds of 

heterogeneous data, databases and tools. It also needs a special care with the inexistence of a 
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world consensus for the used nomenclature and the absence of guarantee that all data already 

annotated are right.   

 

A way to minimize these potential errors is the work of specialists in the different areas involved 

in the annotation process of each structure. Here, there is another difficulty because these 

specialists are spread around the world.  

 

In this context of increasing needs for sophisticated data analysis and user helpful interfaces in 

the genome projects actually carried out in our laboratory, we developed a system called Gene 

Projects (GP). The GP system can manage small and great genome projects (both, DNA and EST 

projects) and it allows that annotation occurs in parallel with the sequencing, without the 

necessity of computer specialists. It is also able to separate analyses by theme, through what we 

called “projects”. Besides that, it provides interaction among several tools and techniques, 

facilitates search and annotation of genes, allows access from researchers via Web and can be 

used by researchers that do not have specialized knowledge in computation or bioinformatics. 

 

2. Projects and Ongoing annotation 

The system is called Gene Projects due to the importance of what we called thematic projects (or 

short, projects). Each user of the system has a specific login and password. With this login he/she 

can create and manage his/her projects, a flexible and powerful way to make data mining. A 

project is a structure inside the system where researchers can develop and organize their thematic 

studies. The user can add reads through several search mechanisms such as BLAST (Altschul et 

al., 1997) results, read names, keywords, etc. Once the reads are chosen, the user can assemble 

them, view and edit the assembly results, improve the quality of the contig and enlarge the contig 

(Saturation Blast), find ORFs, select sub-sequences of a contig (seeds) to future annotation, 

manage the mapping among the plates of 96 wells used in the sequencing to or from plates of 384 

wells used in microarrays experiments, among others. Through these projects it is possible to 

find, select and send to the annotation, genes of interest for studying genome such as infection 

related genes or genes that belong to metabolic pathways, for example. One of the advantages of 
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our system is that all these things can be done during the sequencing stage through the gene 

annotation interface. 

 

3. System description and architecture 

Gene Projects is written in perl (http://www.perl.org) and uses standard, open source modules 

such as CGI.pm (http://stein.cshl.org/WWW/software/CGI), GD.pm 

(http://www.boutell.com/gd/) and DBI.pm (http://dbi.perl.org/). The system needs Linux 

operating system with Web server (i.e. Apache - www.apache.org) and MySQL server 

(www.mysql.com) installed. As default, Gene Projects needs some programs, databases and 

directory structure for its execution. Table 1 shows the main required programs. 

 

Figure 1 shows the main characteristics of the system, including services that are being developed 

and soon will be integrated in Gene Projects. The Web interface allows users spread around the 

world to access our system. The operations carried out by the users are processed locally in the 

processing module. 

 

GP has three main integrated functionalities: data mining, annotation and microarrays 

management. Data mining and annotation are strongly related. Data mining process helps the 

scientists to analyze great amount of data and thus facilitates the annotation. In the other hand, 

annotation process (identification and classification of genes) can identify terms to be mining, 

such as, genes of one specific metabolic pathway. 

 

Microarrays can be built with already known cDNA (cDNA chip) or with random ESTs (blind 

chip). Gene Projects facilitates the selection of cDNA of interest for the confection of cDNA 

chips (through data mining and annotation). The selection of ESTs of blind chips is facilitated to 

the automatic identification of ESTs with a given characteristic of interest, for example, ESTs 

that presented the same expression pattern. In other words, blind chips can indicate themes for 

metabolic studies, which can become new projects in Gene Projects. 

 



 

 

71

Search tool is one of the most important activities in systems that manage genome projects. Gene 

Projects has a graphical tool for “Advanced Search” that allows boolean queries, allowing the 

easy use of queries over the main fields in the databases. Another important functionality of the 

system is the set of tools that allows the assembly of a set of reads of each project and the 

visualization of the results. This process typically needs expertise of the end user, but it is very 

simple using the Gene Projects Web interface. 

 

The main advantage of this architecture is that our servers do the great amount of processing, 

which makes unnecessary for external users to have high performance computers with great 

amount of memory to perform the kind of operation offered by our system. The system 

components that demand more CPU time are executed as child processes, running independently 

from the rest of the system, so, the user can disconnect and, when he reconnects the results can be 

ready. When there are several processes requisitions to be executed at the same time, they are 

stored and executed using a queue schema. The results are stored in our database and can be 

queried at any time. 

 

4. Technological advantages 

Our approach is based in perl scripts available via CGI technology. There are some advantages of 

this approach:  

 Scalability: due to the fact that the internal computational infrastructure of our laboratory 

is hidden by the Web interface, we have freedom to enact our processing capabilities 

without changing any user interface, for example, using a distribute infrastructure, such as 

a computational Grid, to execute the main processes.  

 Availability: all services are available in the Internet and the user needs only a browser to 

make searches and edit data;  

 Automatic Updates: each time that a user access a GP Web interface he/she sees the last 

version of the system interface and any updates in internal softwares are transparent to the 

user;  

 Updated data: whenever an user updates some information, this information is 

automatically updated in all system and available to the others users;  
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 Security: there are some levels of user authentication that determine which kind of 

information each user can read and/or edit. 

 

5. Practical results 

Gene Projects was originally developed to manage data from the Crinipellis perniciosa fungus 

genome (www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura) and it has been used in several projects, such as: 

Coffee genome project (www.lge.ibi.unicamp.br/cafe), Citrus 

(http://biotecnologia.centrodecitricultura.br) and Eucalyptus genome project 

(www.lge.ibi.unicamp.br/eucalyptus). More projects and details can be obtained at 

www.lge.ibi.unicamp.br. 

 

The system was developed to allow users, typically biologists, to make specific searches in the 

set of sequenced reads. These reads can be filtered for some criteria, such as quality of sequences, 

percentage of vectors (contaminants), among others. The filtered reads can be processed by 

several bioinformatics programs and can be compared against a lot of biological databases. All 

these results are organized and stored inside the projects.  

 

Figure 2 shows some Gene Projects Web interfaces. The Figure 2-A shows the mechanism that 

users can select and add reads into projects. This search mechanism is composed for: 

 Reads name search: It is useful to analyze specific reads or all reads from one plate (for 

example, to see the quality of the sequenced plate); 

 Keyword search: It is useful for thematic searches (for example, to find reads related with 

the product of a given gene); 

 Blast search: It is useful for searches based on similarity of sequences (for example, to 

find reads which sequence is similar to the sequence of a given gene); 

 Pattern search: It is useful for searches by domain or repeats regions (for example, to find 

microsatellites, protein domains or transcription factors).  
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5.1 Assembly 

The reads of a given project can be clustered and assembled. CAP3 is used for ESTs projects and 

phrap for Shotgun projects. The available results of this assembly, showed in the Figure 2-B, are: 

 Assembled fasta sequence; 

 Assembled visualization; 

 Blast results of the assembled sequences against the gene banks NR or NT; 

 Search for ORFs inside the sequences; 

 Assembled sequence reverse complement; 

 Reads that belong to the cluster. 

 

The interest cluster can be submitted to the automatic annotation process, in which the cluster is 

compared with several databases like GO (http://www.geneontology.org) and NR 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/producttable.shtml) and this information is available in the 

interface showed in the Figure 2-C (annotation interface). 

 

5.2 Saturation Blast 

In the typical data mining process, it is common to have keywords searches and searches based 

on Blast results. These are useful searches, but they cannot find every related read. To improve 

the quality and increase the number of reads of a given cluster (increasing the size of the cluster) 

it is necessary to add the right reads to the project. To facilitate this process, we developed a Blast 

saturation mechanism. This mechanism starts from the original cluster sequence and realizes 

successive comparisons with the bank of reads, adding the most similar reads and redoing the 

assembly until to achieve some stop parameter. Typically this saturation runs until the cluster 

achieves a given length (var2) or when, in a given iteration, there are no more reads with at least 

a minimum similarity level (var1) to be added to the cluster (see Figure 3). 

 

This tool allows that, independently from the bioinformatics knowledge from the end user, he/she 

can works with his/her project with the best assembly (following some criteria) using every read 

sequenced until that moment.  
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5.3 Annotation 

There are three classes of user that interact with GP manual annotation interface in a genome 

project. The first is the annotator, which is the actor that fills in information about the clusters. 

The selector selects interesting clusters for his annotators group and reviews the annotation. The 

last, the curator, is a special kind of user that has the ability to review information filled in by all 

annotators from all groups. All these classes have tools to register and manage logins and 

passwords. In the case of personal projects, the owner can chose and change his/her kind of user. 

 

The annotation interface is constituted by eight main sections and has many facilities to save 

annotator's time and labor. Next, we list the sections; provided facilities and expected user 

interaction.  

 Classification: here the annotator can view/edit GO terms for the cluster. There is also a 

direct link from the selected term to Amigo DAG Viewer. A second classification system, 

defined by the coordinators of the project usually is inserted here to. 

 Identification: in this section, the annotator enters information about the product, 

phenotype, domain, homologous organism, gene symbol, Enzyme Commission number 

and Transport Commission number. 

 Visualization: the annotator can view the sequence of the cluster and its reverse 

complement, the reads that constitute the cluster as well as the assembly of the cluster and 

its translated sequence in the six frames. 

 Flags: here the annotator set flags to the cluster. There are flags to indicate: 

o  Whether the cluster contains the complete coding sequence of a known gene; 

o  Whether the clone(s) of cluster contains the complete coding sequence of a 

known gene; 

o  Whether the cluster contains an intron sequence; 

o  Whether the cluster has central role for project's goals; 

o  Whether the cluster has assembling problems such as a frame shift or a significant 

repeated region, for instance; 

o Whether the cluster is a contaminant. 

 Pre-processed Blast alignments: here the annotator can view summary data about the 
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alignments to some databases. Optionally the annotator can visually inspect the 

alignments by clicking in a link. The list of databases is fully customizable by the 

project's bioinformatics team in accord to the specific project's requirements. 

 Easy searches: in this section there are links to a set of web Blast interfaces. These Blast 

searches, unlike the former ones, are dynamically processed. The web Blast interfaces are 

loaded with custom parameters and the query sequence input field already filled in. There 

is also an interface to keyword searches in some biological databases. Bioinformatics 

team customized the list of sites available for both keyword searches and Blast searches. 

 Notepad: in the notepad section there are two input text fields. In the first, the cluster 

owner can enter personal notes and relevant information about the cluster that was not 

inputted above. Any annotator can edit the second, called guest notepad,, even if he is not 

the cluster owner, and it must contain information to help the cluster owner to annotate it. 

 Control: In this region, the annotator can signalize a finished annotation, save the updates 

and view the annotation historic of cluster. The historic contains all edit operations made 

in this cluster, including user that made the changes, date and time. The historic has such 

a level of detail that it can be used to reconstruct the annotation database. The annotator 

can also reserve the cluster for functional analysis. The system offers an additional 

functionality to the selector: he can return a cluster that he has selected for his group. For 

the curator there is a check box that he may use to indicate whether the cluster annotation 

was reviewed or not. 

 

5.4 Microarray analyses 

There is another kind of analysis that can be done with Gene Projects, the microarray analyses, 

before and/or after microarray experiments. The microarray experiment is divided in two steps: 

pre-processing and pos-processing. In the pre-processing stage it is necessary to map the clones 

from plates of 96 wells to plates of 384 wells and, finally, to spot it in the lamina. After this, the 

microarray starts. The experiment owner defines the criteria of mapping into plates of 96 wells. 

The mapping from plates of 96 wells to plates of 384 wells follows a rule given by the multi-

channel pipette. The experiment owner defines the “spotting” step, but the robot (Flexys – 

Genomic Solutions – www.flexys.com) generates a file with this information.  
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In the pos-processing step it is necessary to process the color intensity result of each spot, 

following these stages: statistical significance normalization (Yang et al, 2002), validation of the 

colors intensity and gene clustering by expression class (Aittokallio, 2003). 

Gene Projects executes these three stages in the pre-processing step: 

 Plates of 96 wells: the arrangement is automatic, the sort criteria is read name alphabetic 

order. If the user wants, he can make a manual rearrangement; 

 Plates of 384 wells: this stage is automatic following the logic given by the mechanic 

process. 

 Lamina spotting: the Gene Projects is able to read the robot result file, therefore it 

generates automatically the rearrangements in the respective grids and spots. Actually, 

this stage is automatic only when using Flexys – Genomic Solutions robots. 

All these stages are registered in the GP interface and there are links to BlastX results. This 

integration is fundamental to correct interpretation of experimental results. 

 

6. Correlated works 

In literature is possible to find many similar programs to Gene Projects, in special after 2002. 

But, these programs are specific for some situations, for example only microarray analyses or 

annotation. Because of this, we are showing in table 2 the comparison between GP and some 

similar programs in function of their characteristics. In this table is possible to see that many 

programs have a possibility to manage genome projects, but only in large scale. Therefore it is 

not possible to work in small projects especially during the sequencing stage. 

 

7. Conclusions 

Currently, all kinds of information systems must have an especial concern about user-connected 

issues, such as usability and interface. Systems that deal with genomic projects, by working with 

large volumes of data, must have an additional concern on the data presentation to users, through 

graphic visualizations, data summaries and connection among data from heterogeneous sources. 

Another important characteristic on the genome projects is that the data generation through 

sequencing is time consuming. Therefore, the systems must make available the already generated 
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information before the end of the process of sequencing (to allow what we call “ongoing 

annotation”). 

 

As showed, Gene Projects is a system, available via Web, which has all these concerns. It has 

been used in real genome projects and has been produced satisfactory results, by integrating, in a 

transparent way, heterogeneous data and tolls, by extending the functionalities of another system. 

 

Future work 

As future work we will improve some GP functionalities. We will take a special care with 

microarray pos processing, like normalization, statistic significance tests and clustering methods 

for the identification of expression patterns.  
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Tables 

Table 1 – List of programs required to Gene Projects execution. 

Program Description Reference/URL 

Phred Base calling and generation of quality values 

from chromatograms 

(Ewing et al., 1998) 

Cross_match Vector screening and generation of FASTA 

sequences files with masked vector sequences 

http://www.phrap.org 

Phrap Clustering and assembling program for 

shotgun sequences 

http://www.phrap.org 

CAP3 Clustering and assembling program for ESTs 

sequences 

(Huang et all, 1999) 

Local Blast Sequence alignment (Altschul et al., 1997) 

Fuzznuc Pattern search  Emboss package (http:// 

emboss.sourceforge.net) 
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Table 2 – Some surveyed systems and their characteristics. 

Characteristics 
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i. Web interface X X  X X X X X 

ii. Managing ESTs genome projects X X  X X X X X 

iii. Managing Shotgun genome projects   X     X 

iv. Processing of chromatograms files X X X X X  X X 

v. Trimming and filtering sequences X X  X X  X X 

vi. Reads annotation X X  X X  X X 

vii. Clustering and assembly  X X X X   X 

viii. Clusters annotation  X X X X   X 

ix. Search tools in annotations data X X X  X X X X 

x. Microarray analysis        X 

xi. Thematic projects environment      X  X 

xii. Working in genome projects in 

progress (sequencing stage) 

X X X     X 

xiii. Data access control (username and 

password) 

     X  X 

Table references: 1 Paquola et al. 2003; 2Mao et al., 2003; 3Berezikov et al., 2002; 4Hotz-

Wagenblatt et al., 2003; 5Parkinson et al., 2004; 6Kumar et al., 2004; 7Matukumalli et al., 2004. 
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Figures 

 

 

Figure 1 – The Gene Projects architecture. The box on the lower-right corner shows 

functionalities and features that are being developed and will be soon integrated to Gene Projects. 

The box on the lower left corner brings a general view on the Gene Projects features. 
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Figure 2 – Flowchart describing the Saturation Blast algorithm. 
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Figure 3 – Saturation Blast schema. 
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5. CONCLUSÕES 

• O genoma mitocondrial de Moniliophthora perniciosa é o maior seqüenciado até o momento 

e o primeiro em que se encontrou um plasmídeo kalilo-like integrado completamente, 

contendo dois genes que codificam polimerases (rpo e dpoB) e ainda ORFs hipotéticos. A 

integração desta estrutura foi confirmada em todas as variedades testadas do biótipo C. A 

função desta estrutura, sua presença e caracterização em outros biótipos e o motivo de sua 

integração são alvos importantes para estudos futuros. 

• O genoma mitocondrial (mtDNA) de M. perniciosa apresenta todos os genes normalmente 

encontrados em mtDNAs de fungos, tRNAs para todos os aminoácidos e ORFs que 

apresentam semelhanças com genes típicos, indicando a possibilidade de que codifiquem 

proteínas ainda desconhecidas. A maioria dos genes encontra-se em sentido horário. Estudos 

funcionais destes ORFs podem levar ao descobrimento de mecanismos específicos do fungo. 

• Não foi detectada sintenia entre o mtDNA de M. perniciosa e outros genomas mitocondriais 

de organismos próximos. Ao contrário de outros organismos, o mtDNA de M. perniciosa 

apresenta poucos íntrons e um grande espaço entre os genes típicos, que contém diversos 

ORFs hipotéticos que podem vir a ser caracterizados como novos genes. Foi utilizada uma 

análise estatística (análise de componentes principais) não descrita anteriormente para a 

análise de uso de códon, que se mostrou muito interessante para apresentar de forma completa 

a comparação entre o uso de códon dos diferentes ORFs do genoma. Futuramente pode-se 

buscar descobrir o motivo do tamanho incomum deste mtDNA, o que levou a isto e que 

vantagens advém deste material gênico adicional. 

• O fungo M. perniciosa é o primeiro basidiomiceto a ter o fenômeno de senescência descrito, 

durante a qual a quantidade de DNA mitocondrial é significativamente reduzida. Esta 

descoberta indica que pode haver uma subdivisão na atual descrição do ciclo de vida do 

fungo, que inclui quatro fases: esporos; micélio biotrófico; micélio saprotrófico/necrotrófico; 

e corpo de frutificação. O micélio saprotrófico, na verdade, apresenta duas fases distintas em 

relação a respiração e produção de energia. Embora plasmídeos kalilo tenham sido 

relacionados à senescência, não há indícios de que o plasmídeo inserido no genoma 
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mitocondrial da M. perniciosa tenha relação com este processo. O entendimento do 

mecanismo de senescência é um dos pontos chave na compreensão da interação planta-

patógeno, podendo facilitar o combate à doença. 

• A principal característica e vantagem do Gene Projects é a análise imediata da informação 

seqüenciada, mesmo no início do processo de seqüenciamento. O sistema foi e é utilizado e 

testado em diferentes projetos, permitindo o direcionamento de trabalhos funcionais desde o 

início do processo de seqüenciamento. Como exemplo, no Projeto Vassoura de Bruxa 

diversos genes encontrados através do Gene Projects e analisados pelo sistema de anotação 

foram o início de análises funcionais, como oxidase alternativa (cuja expressão aumenta 

como resposta a problemas na cadeira respiratória clássica) e proteínas relacionadas à 

necrose. Novas funções podem ser implementadas para que as buscas sejam cada vez mais 

completas e rápidas.  

• Os sistemas de mineração e anotação podem ser aplicados a projetos de seqüenciamento de 

genoma ou ESTs, de pequenas pesquisas a grandes redes, com aceso seguro e facilitado via 

web, permite de forma fácil a realização de operações que exigem normalmente 

conhecimento específico de bioinformática, e têm como principais características a 

possibilidade de mineração e anotação durante o seqüenciamento associada a uma interface 

de anotação desenhada para otimizar a anotação. As próximas fases de trabalho incluem a 

criação de uma interface de cura e padronização das anotações, a integração de um sistema de 

anotação metabólica, melhorias na análise de microarrays e na navegabilidade do sistema. 

Melhorias também podem ser realizadas para completar o processo de adaptação automática 

para novos projetos genoma, visando à automação total do processo via interface web.  

• Existe um esforço integrado no Projeto Vassoura de Bruxa buscando a compreensão do fungo 

e da doença, para encontrar soluções que permitam a volta da maior viabilidade da produção 

de cacau. A integração das análises bioinformáticas com as pesquisas funcionais do projeto 

vassoura de bruxa é um bom exemplo a ser aplicado em outros projetos genoma. Deseja-se 

que as ferramentas desenvolvidas continuem sendo utilizadas nos projetos atuais e em outros 

futuros para direcionar pesquisas funcionais, sem as quais a informação sobre o metabolismo 

virtual obtido com o seqüenciamento de genomas não passa de inferência. 
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7. ANEXOS 

7.1. ANEXO A. Artigo “Brazilian coffee genome project: an EST-based genomic 

resource” 

 

Brazilian coffee genome project: an EST-based genomic resource 

Luiz Gonzaga Esteves Vieira*, Alan Carvalho Andrade*, Carlos Augusto Colombo*, Ana 

Heloneida de Araújo Moraes, Ângela Metha, Angélica Carvalho de Oliveira, Carlos Alberto 

Labate, Celso Luis Marino, Claúdia de Barros Monteiro-Vitorelloa, Damares de Castro Monte, 

Éder Giglioti, Edna Teruko Kimura, Eduardo Romano, Eiko Eurya Kuramae, Eliana Gertrudes 

Macedo Lemos, Elionor Rita Pereira de Almeida, Érika C. Jorge, Érika V. S. Albuquerque, 

Felipe Rodrigues da Silva, Felipe Vinecky, Haiko Enok Sawazaki, Hamza Fahmi A. Dorry, 

Helaine Carrer, Ilka Nacif Abreu, João A. N. Batista, João Batista Teixeira, João Paulo 

Kitajimaa, Karem Guimarães Xavier, Liziane Maria de Lima, Luis Eduardo Aranha de Camargo, 

Luiz Filipe Protasio Pereira, Luiz Lehmann Coutinho, Manoel Victor Franco Lemos, Marcelo 

Ribeiro Romanoa, Marcos Antonio Machado, Marcos Mota do Carmo Costa, Maria Fátima 

Grossi de Sá, Maria Helena S. Goldman, Maria Inês T. Ferro, Maria Laine Penha Tinoco, 

Mariana C. Oliveira, Marie-Anne Van Sluys, Milton Massao Shimizu, Mirian Perez Maluf, 

Mirian Therezinha Souza da Eira, Oliveiro Guerreiro Filho, Paulo Arruda, Paulo Mazzafera, Pilar 

Drummond Sampaio Correa Mariani, Regina L.B.C. de Oliveira, Ricardo Harakava, Silvia 

Filippi Balbao, Siu Mui Tsai, Sonia Marli Zingaretti di Mauro, Suzana Neiva Santos, Walter José 

Siqueira, Gustavo Gilson Lacerda Costa, Eduardo Fernandes Formighieri, Marcelo Falsarella 

Carazzolle*, Gonçalo Amarante Guimarães Pereira*.  

*These authors contributed equally to this work. 

 

Braz. J. Plant Physiol., 18(1):95-108, 2006. 
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7.2. ANEXO B. Produção didática: 3 Quickguides para European Molecular Biology 

network (EMBnet):  

 A Quick Guide BLAST;  

 A Quick Guide Phrap;  

 A Quick Guide Phred. 
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7.3. ANEXO C. Detalhes do sistema de anotação semi-automática. 

O sistema de bioinformática para genomas do LGE inclui desde a submissão de seqüências e 

a realização de diversas análises automáticas até o controle de produção dos diferentes 

laboratórios de cada projeto, listas de discussão, análises em grande escala e a integração com 

análise de microarranjos (microarrays). A página de entrada do Projeto Vassoura de Bruxa é 

mostrada na figura 1.  

 

Figura 1 – Página inicial do Projeto Vassoura de Bruxa. 

Neste capítulo será discutida uma parte deste trabalho, voltada à anotação de genes em 

genomas seqüenciados, drafts (ou rascunhos, seqüenciamentos incompletos de genomas) ou 

completos através do sistema de anotação do LGE. Detalhes do sistema de mineração e de 

anotação podem ser encontrados nos anexos C e D. 
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7.3.1. Análises iniciais 

Durante o processo de submissão seqüências são realizadas ou disparadas várias análises que 

servirão de base para os sistemas de mineração e anotação. Existem algumas diferenças de acordo 

com o tipo de projeto (ESTs ou genômico), mas de modo geral ocorrem os passos descritos 

abaixo. O armazenamento de dados ocorre no decorrer das análises. 

• Verificação de padrão de nomenclatura e de existência de submissão anterior da mesma 

placa (ferramenta de edição de nomenclatura na figura 2); 

• Verificação de qualidade; 

• Trimagem – marcação de regiões de vetores, contaminantes, caudas poli-A etc; 

• Análises de Blast – o programa utilizado (normalmente BlastX e BlastN) e o banco contra 

o qual a procura é feita variam de acordo com cada caso; 

• Análise de redundância (para ESTs); 

• Geração e envio de relatórios 

• Armazenamento das informações em bancos de dados e diretórios. 

 

Figura 2 – Ferramenta de edição de nomenclatura. 
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7.3.2. Sistema de anotação 

O principal programa da interface de anotação de clusters chama-se anotacao.cgi e é um 

programa desenvolvido na linguagem Perl e usa módulos de código aberto como  CGI.pm 

(http://stein.cshL.org/WWW/CGI), GD.pm (http://www.boutell.com/gd/) e DBI.pm 

(http://dbi.perl.org). A lista de ferramentas e material relacionado á anotação é mostrada na fig. 3. 

 

Figura 3 – Menu de ferramentas de anotação do Projeto Vassoura de Bruxa. 

O programa anotacao.cgi é disponibilizado através da tecnologia CGI. Esta escolha foi feita 

por favorecer a escalabilidade, disponibilidade e compatibilidade do sistema. Além disso, as 

atualizações nos bancos de seqüências usados pelo sistema precisam ser realizadas apenas em 

nossos servidores. 

Existem três classes de usuários que interagem com a interface de anotação. Primeiramente, o 

anotador, que é o usuário que coleta e submete informações sobre os clusters. Segundo, o 

selecionador, que é o usuário que seleciona clusters interessantes para o seu grupo de anotação e 

revisa a anotação dos anotadores de seu grupo. Finalmente, o curador, que é um tipo especial de 
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usuário que tem permissão para revisar e alterar as informações entradas no sistema por qualquer 

anotador de qualquer grupo. Há ferramentas on-line para cadastrar e gerenciar usuários e senhas 

destas três classes. 

O fluxo de anotação começa com a seleção de clusters. Com o objetivo de ajudar o 

selecionador na escolha de seus clusters, a ferramenta disponibiliza buscas baseadas em nomes de 

arquivos, laboratório de seqüenciamento, estratégia de seqüenciamento, orientação dos reads, 

organismo, biblioteca, prato, posição e palavras-chave. A fig. 4 mostra um detalhe da interface 

inicial desta ferramenta e a fig. 5 parte da página de resultados de uma busca. 

 

Figura 4 – Detalhe da ferramenta de seleção de clusters. 
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Figura 5 – Parte da página de resultados de busca de clusters. 

Há também uma ferramenta de Web Blast que possibilita ao usuário fazer buscas no banco de 

clusters para encontrar seqüências do banco similares a uma seqüência de consulta. Os resultados 

da busca incluem, para cada cluster, seu melhor hit de alinhamento contra o banco NR, anotação 

automática com termos do Gene Ontololgy, o grupo que possui o cluster e quando o cluster foi 

modificado pela última vez. O selecionador navega nos resultados da busca e pode escolher para 

seu grupo clusters de interesse que ainda não foram selecionados. 

Uma vez que a fase de seleção começou, a anotação dos clusters pode começar. Quando um 

anotador entra no sistema com seu nome de usuário e senha, ele pode ver uma tabela com todos 

os clusters associados a seu grupo e se ele já foi anotado ou não (Fig. 6). Então, o anotador pode 

selecionar um cluster e clicar sobre o nome do cluster para acessar a interface de anotação. A 

página também traz ferramenta de busca e o status da anotação (número de clusters finalizados, 

não finalizados, revisados e total de clusters). 
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Figura 6 – Parte da página de lista de clusters atribuídos a um selecionador. 

A interface de anotação é constituída por oitos seções principais e tem vários facilitadores 

para poupar tempo e trabalho do anotador. Durante o decorrer deste projeto, a interface de 

anotação foi totalmente remodelada de acordo com a demanda dos usuários. Os e-mails, telefones 

e formulários pra contato foram utilizados com freqüência para notificar erros na ferramenta, 

solicitar novas funcionalidades e dar sugestões. A ferramenta já foi bastante utilizada em 

diferentes projetos genoma, já podendo ser considerada estável. 

A seguir uma descrição breve da interface de anotação: 

• Cabeçalho: traz links do projeto, manuais, setas de navegação e o nome do cluster (fig. 7). 

• Identificação: nesta seção o anotador entra com informações sobre o produto, fenótipo, 

domínio, organismo homólogo, símbolo do gene, número EC (Enzyme Comission number) 

e número TC (Transport Comission number) (fig. 7). 

• Classificação: aqui o anotador pode ver ou editar termos Gene Ontology que descrevem o 

cluster. Existe também um link direto do termo selecionado para o visualizador de 
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ontologias AMIGO (http://www.amigo.org). Opcionalmente, os coordenadores do projeto 

podem inserir nesta seção um segundo sistema de classificação (fig. 7). 

 

Figura 7 – Parte da interface de anotação – cabeçalho, identificação e classificação. 

• Visualização: o anotador pode ver a seqüência do cluster e o complemento reverso da 

seqüência, os reads que constituem o cluster, a montagem do cluster e a seqüência do 

cluster traduzida em todos os seis quadros de leitura (fig. 8). 
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• Sinalização: aqui o anotador pode atribuir marcadores para o cluster. Existem marcadores 

para indicar se um cluster contém a seqüência codante completa de um gene conhecido; se 

algum read que constitui o cluster contém a seqüência codante completa de um gene 

conhecido; se o cluster tem problemas de montagem tais como um deslocamento no 

quadro de leitura ou uma região de repetições significativa, por exemplo; se o cluster é um 

contaminante (fig. 8). 

• Alinhamentos Blast pré-processados: aqui o anotador pode ver um sumário sobre os 

alinhamentos contra alguns bancos de seqüências. Opcionalmente, o anotador pode clicar 

em um link para visualizar os alinhamentos. A lista de alinhamentos pré-processados 

disponíveis é totalmente configurável pela equipe de bioinformática do projeto de acordo 

com as necessidades específicas do projeto (fig. 8). 

 

Figura 8 – Parte da interface de anotação – visualização, sinalização e resultados de blast. 
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• Buscas facilitadas: nesta seção há links para um conjunto de interfaces de web blast. Estas 

buscas blast, diferentemente das anteriores, são dinamicamente processadas. O sistema 

carrega as interfaces de web blast com parâmetros padrões e com a seqüência de consulta 

já preenchida. Existe também uma interface para buscas por palavras-chave em algumas 

bases de dados biológicas. A lista de sites disponíveis tanto para buscas por palavras-chave 

como para buscas blast são configuráveis pela equipe de bioinformática (fig. 9). 

• Bloco de notas: na seção do bloco de notas há dois campos de entrada de texto. No 

primeiro, o dono do cluster pode entrar com notas pessoais e informação relevante sobre o 

cluster que ainda não tenha sido descrita em nenhuma seção anterior. A segunda, chamada 

guest notepad, pode ser editada por qualquer anotador, mesmo que ele não seja o dono do 

cluster, e deve conter informação para ajudar o dono do cluster a anotá-lo (fig. 9). 

• Controle: nesta seção, o anotador pode sinalizar que a anotação está terminada, salvar as 

atualizações ou ver um histórico de anotação do cluster. O histórico contém todas as 

operações de edição feitas no cluster, inclusive o usuário que fez as edições, data e hora. O 

histórico tem um nível de detalhe tal que ele pode ser usado para reconstruir o banco de 

anotação. O selecionador pode também reservar o cluster para pesquisa funcional ou 

devolver um cluster selecionado previamente. Para o curador, existe um marcador para 

sinalizar se a anotação do cluster já foi revisada (fig. 9). 
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Figura 9 – Parte da interface de anotação – buscas facilitadas, bloco de notas e controle. 

Adicionalmente foram desenvolvidos scripts de reconstrução do banco de dados a partir da 

tabela de histórico de anotação, o que representa um nível a mais de segurança para os dados do 

projeto além dos convencionais backups. Esta tabela de Histórico de anotação registra triplas de 

(usuário, data, operação) de modo a poder recuperar todo o banco de dados de anotação em caso 

de falhas em alguma tabela. 

O tempo de anotação foi bastante reduzido com a implementação de atalhos, resultados de 

Blast pré-processados, ferramentas de tradução on-line e uma visualização dos clusters com 

marcação das qualidades das bases em escalas de cinza e marcação em vermelho de discrepâncias 

em regiões de alta qualidade. A verificação manual de clusters com similaridade muito fraca nos 

resultados de blast teve seu tempo reduzido drasticamente com o novo sistema. Em alguns 

genomas a anotação destes clusters, antes das mudanças, consumia a maior parte do precioso 

tempo dos especialistas. 
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Além desta interface foi desenvolvido um módulo de busca avançada que permite que o 

usuário localize, pelos dados de anotação, clusters de seu interesse. Essa busca implementa uma 

lógica booleana simplificada, onde o usuário pode realizar a operação E (AND) e a operação OU 

(OR) simultaneamente em todos os campos, assim como negar (NOT) alguns campos de busca 

específicos. O número de resultados por página é fornecido pelo usuário. Nos resultados da 

busca, é possível encontrar um breve sumário da anotação de cada cluster. 

 

Figura 10 – Interface da ferramenta de busca avançada. 
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A interação com pessoas de outros laboratórios propiciada principalmente pelos projetos 

genoma através de projetos, reuniões, treinamentos e cursos foi muito proveitosa (o anexo G 

apresenta uma lista de cursos e palestras). A localização do Laboratório de Bioinformática dentro 

do Laboratório de Genômica e Expressão, com contato direto com pesquisadores “de bancada” 

nas reuniões semanais e no dia-a-dia permitiu, conjuntamente com a interação através dos 

projetos, o desenvolvimento de ferramentas com grande aplicabilidade, constantemente exigidas 

e melhoradas. Esta demanda constante gera o desenvolvimento apressado em alguns casos, 

exigindo planejamento e adaptações posteriores, entretanto a ótima aceitação das ferramentas 

demonstra que o grupo do Laboratório de Bioinformática do LGE já conta com uma boa estrutura 

de programas e desenvolvimento, e atingiu maturidade para utilizar menos tempo com serviços e 

mais com desenvolvimento e publicações. 
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7.4. ANEXO D. Produção didática: Manual de utilização do programa Gene Projects 

para o Sistema de mineração e anotação do Laboratório de Genômica e Expressão – 

LGE/UNICAMP. Utilizado nos projetos Genoma Vassoura de Bruxa, Café, 

Genolyptus, Camarão, entre outros. 
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Manual do Gene Projects 
 

| Imprescindível | Dicas iniciais | Login | Criar novo projeto | Novos reads | 
| Projeto | Clusterização | Semente | Dicas de utilização | Sobre o programa | 

 
 
 
1. Imprescindível 

início 
É muito importante ler as dicas iniciais. Lá se encontram informações 

que irão prevenir erros e poupar seu tempo. Boa leitura e bom trabalho. 
 
início 
 
2. Dicas iniciais 

início 
• Para seleção de informações no Word, é possível fazer uma seleção 

independente de linhas utilizando a tecla “alt” enquanto se move o 
mouse. Interessante para selecionar reads de um resultado de blast, por 
exemplo; 

• Sempre utilize os links “VOLTAR” da própria página. Se utilizar o botão 
do navegador, o programa pode se confundir e gerar erro; 

• Os campos de observações e os filtros têm como objetivo facilitar o seu 
trabalho; 

• O programa é constantemente melhorado, mas já possui recursos 
suficientes para facilitar a busca de genes; 

• Reporte falhas ou sugestões. São sempre bem vindas; 
• Convenções – para descrever uma seqüência de ações, convencionamos o 

seguinte significado para: 
o <> - apertar a tecla “Enter”; 
o <ctrl> + ação – executar ação enquanto mantém a tecla ctrl 

apertada. O mesmo vale para <alt> e <shift>; 
o ação1, ação2, ação3 – seqüência de ações a ser executada ; 
o Por “ação” entenda-se apertar uma tecla ou clicar com o mouse, 

por ex.; 
Cópia de texto no wordpad para novo arquivo:  
“<ctrl> + T, <ctrl> + C, novo documento, <ctrl> + V” 

– são 4 ações separadas por vírgulas. (1) manter a tecla “ctrl” 
apertada e apertar a tecla “T”, (2) manter a tecla “ctrl” apertada e 
apertar a tecla “C”, (3) abrir um novo documento, (4) manter a tecla 
“ctrl” apertada e apertar a tecla “V”. 

 
início 
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3. Login 
início 

O primeiro passo para trabalhar com o Gene Project é cadastrar um login 
e uma senha. Na página de entrada você pode cadastrar um novo usuário. Para 
o e-mail que fornecer serão enviados avisos de término de processo. 

 
Confirmado o cadastro, o login pode ser feito na página principal. Não se 

esqueça de guardar bem sua senha. 
 
início 
4. Criar novo projeto 

início 
 O primeiro passo é criar um novo projeto, a partir do link correspondente. 
São três campos para preencher. No primeiro, ‘Título’, não pode haver espaços 
ou caracteres especiais. Se quiser utilizar mais de uma palavra, utilize o 
caractere “_” entre elas. Ex.: “titulo_do_projeto”. 
 
 A seguir, o campo ‘Descrição’. Aqui se pode escrever em detalhes o que é 
seu projeto, ou do que ele trata. O campo permite espaços, acentos etc. 
 

Finalmente cadastre o e-mail, para onde serão enviadas mensagens do 
programa e de outros usuários. ‘Incluir’. 

 
O programa voltará à tela dos seus projetos. Na coluna ‘Projeto’ estão 

links para as páginas de cada projeto criado. Na coluna ‘Descrição’, links para 
alterar a descrição de cada projeto. Ainda data da última modificação e botões 
de seleção para apagar um projeto. 
 
início 
 
5. Novos reads 
( reads search | keyword search | blast search | all reads | pattern search ) 

início 
 A partir da página dos seus projetos, entre no projeto em que quer 
trabalhar. Clique no link ‘ACRESCENTAR NOVOS READS’. 
 
 Existem dois quadros na página. O primeiro apresenta as diferentes formas de acrescentar 

reads: reads search, keyword search, blast search e all reads. O segundo, opções de ação a serem 

realizadas com os reads listados. 
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 Vamos tratar de cada forma de busca de reads separadamente. Em todos 
os casos, existem duas opções que exigem atenção: Filtros e Observação. Em 
‘FiILTROS’ existem dois campos para filtrar a qualidade dos reads a serem 
inseridos, sendo possível determinar a porcentagem máxima de vetores e a 
porcentagem mínima de qualidade acima de 20. O campo ‘OBSERVAÇÃO’ é 
muito importante para a organização do projeto, pois permite associar os reads 
à forma como foram inseridos. Por exemplo, uma palavra chave. 
 

5.1. Reads Search 
( 5. Novos reads | início ) 

O primeiro é o ‘reads search’, que realiza busca pelo nome de cada read. 
Clicando na figura à esquerda do título (  ) você verá as opções desta busca. 
Neste caso existem duas formas principais de busca: por nome de arquivo ou 
por seleção. Para ‘BUSCA POR NOME’, você deve usar uma lista de nomes, 
sendo um por linha, ou utilizar coringas. Pode ainda escolher um arquivo texto 
que contenha a lista de reads. 

 
 Coringas? Sim, coringas. Eles são excelentes para facilitar nossa vida. 
Funcionam da seguinte forma: O “ ? ” substitui um caractere qualquer, e o “ * ” 
significa quaisquer caracteres daqui para diante. 
 

Por exemplo: para buscar CP02-S2-032-338-F10-UE.F e CP02-S2-032-
338-F10-UE.R, os dois lados do mesmo clone, pode-se pedir: “CP02-S2-032-
338-F10-UE.?”. Para buscar todos os reads de CP feitos no lab EU, pode-se 
pedir: “CP*-UE*”. Significa: todos os reads que comecem com “CP”, tenham 
qualquer número ou qualidade de caracteres até que se encontre um texto “-
UE”, e tenham qualquer número ou qualidade de caracteres após este “-UE”. 

 
Para ‘BUSCA POR SELEÇÃO’, basta clicar nos itens de cada coluna para 

selecionar o que interessa. Pode-se fazer múltipla seleção, com as teclas “ctrl” e 
“shift”. Para selecionar dois itens da mesma coluna: “clique1, <ctrl> + clique2”. 
Para selecionar um trecho: “clique1 (no início do trecho), <shift> + clique2 (no 
fim do trecho)”. Na coluna que não houver nenhuma seleção, serão utilizados 
todos os valores. 

 
Após efetuar a busca, aparecerão os resultados da mesma. Você deve 

selecionar os reads que interessam e exportar os reads selecionados. Após 
selecionar todos os reads que deseja, pelos diferentes processos, tecle em 
‘voltar’ para chegar à página principal do projeto. 

 
5.2. Keyword Search 

( 5. Novos reads | início ) 
Esta opção de busca por palavras nos resultados de blast provavelmente 

vai ser a primeira a ser utilizada na criação de um projeto. A busca por 
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palavras permite a utilização de operadores booleanos (“ ”, AND, OR e AND NOT 
– sempre em letras maiúsculas), e exige que as palavras a serem procuradas 
estejam sempre em letras minúsculas. 

 
Operadores: 

• “ ” – para delimitar expressões, como “homo sapiens”; 
• AND – para trazer mais de uma palavra, como sapiens AND human, 

que busca resultados com as duas palavras, em qualquer ordem; 
• OR – para trazer uma ou outra palavra. sapiens OR human traz 

resultados que contenham a palavra sapiens ou a palavra human; 
• AND NOT – para não retornar resultados que contenham a palavra. 

No caso sapiens AND NOT human, a busca trará os resultados que 
contém a palavra sapiens, mas que não contenham a palavra 
human; 

• ( ) – para delimitar a ação de outros operadores. Ex. sapiens AND 
NOT (human OR mouse). 

 
A opção ‘MATCH WHOLE WORD’ restringe a procura à palavra exata. 

Existem ainda as opções ‘READS NEW’ e ‘READS BELOW’, que ainda não estão 
ativas. 

 
Após efetuar a busca, aparecerão os resultados da mesma. Você deve 

selecionar os reads que interessam e exportar os reads selecionados. Após 
selecionar todos os reads que deseja, pelos diferentes processos, tecle em 
‘voltar’ para chegar à página principal do projeto. 

 
5.3. Blast Search 

( 5. Novos reads | início ) 
Busca através de comparação de seqüência com banco de dados da Cp 

através do Blast. Basta escolher o programa e o banco de dados (‘database’), 
colocar a seqüência em formato fasta no campo correspondente, colocar a 
palavra para a observação e executar a procura (‘SEARCH’). Você também pode 
localizar um arquivo texto ao invés de colar a seqüência. 

 
O formato fasta inclui um título e uma seqüência. O título é sempre 

precedido por >, e a seqüência deve ter a linha quebrada após cerca de 50 
bases (este valor pode variar, mas não deve ser muito grande). Por ex.: 

 
>nome do gene 
cagctagcgttatactgtgcagtcgatcgatctattccgttgcgatctat 
atatatatatctgcgtcgagtcgcgtagtgatatatatcgagcgcgatat 
atatcgcgatctacgatgctgatcagtgtacgatcgatgctagcagatcg 
atcgactcgatgatcgatcgacgctgactagctgactacgctagctagct 
atatcgcgatctacgatgctgatcagtgtacgatcgatgctagcagatcg 
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cgtcgagtcgcgtagtgatatat 
 
Após efetuar a busca, aparecerão os resultados da mesma. Você deve 

selecionar os reads que interessam e exportar os reads selecionados. Após 
selecionar todos os reads que deseja, pelos diferentes processos, tecle em 
‘voltar’ para chegar à página principal do projeto. 

 
A seqüência fasta que você inserir receberá o nome “query”, e cada 

seqüência que alinhar com ela e aparecer no resultado da busca será chamada 
de “subject”. No site do NCBI existe uma excelente documentação, mas 
daremos uma breve explicação sobre os principais programas BLAST: 

 
Query BD Compara Programa 

nt nt nt Blastn 
nt (traduzido) aa aa Blastx 

aa aa aa Blastp 
aa nt (traduzido) aa Tblastn 

nt (traduzido) nt (traduzido) aa Tbaslx 
 

• Blastn – compara nucleotídeos contra BD de nucleotídeos; 
• Blastx – compara seis fases de leitura da seqüência de nucleotídeos 

(query) contra BD de proteínas; 
• Blastp – compara aminoácidos contra BD de proteínas; 
• Tblastn – compara seqüência de aminoácidos contra BD de nucleotídeos, 

traduzido dinamicamente nas seis fases de leitura; 
• Tblastx – compara nucleotídeos traduzidos nas seis fases contra BD de 

nucleotídeos também traduzido nas seis fases. 
 

As principais utilizações destes programas no Gene projects são: 
 

• Quando temos um ORF definido em nossa seqüência, podemos utilizar o 
blastp; 

• Para saber se existe algum gene que codifique proteína no nosso trecho, 
utiliza-se o blastx; 

• Para buscar um gene conhecido no nosso BD de contigs, utilizamos o 
tblastn; 

• Quando queremos achar genes em nosso trecho que possam não ter sido 
ainda descritos, mas que existam em seqüências de nucleotídeos 
depositadas, utilizamos o tblastx; 

• E finalmente, para comparações de genes de RNA (como o ribossomal), e 
ainda para comparações entre organismos próximos, utilizamos o blastn. 
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Na interpretação dos resultados de Blast é preciso levar em consideração alguns fatores. 

Comentaremos os principais: E value, identities e score. 

 
Identities, ou identidade é a relação entre o número de matchs, ou letras 

similares, com o tamanho do alinhamento.  Score é a pontuação do programa 
para o alinhamento. Porém, estes dois valores não podem ser analisados 
individualmente. É preciso utilizar como parâmetro principal de seleção o E-
value, que é o valor estatístico da probabilidade de o alinhamento acontecer por 
acaso. Quanto menor este valor, menor a chance de que o alinhamento tenha 
acontecido por acaso, e, portanto, maior a chance de que este mostre uma 
similaridade real. 

 
Existem três formatos possíveis para o valor de E-value: 0.0; 3e-35; e 

0.14. O formato 3e-35 significa 3 x 10-35, e portanto é muito mais próximo de 
0.0 (zero) do que 0.14. O quanto o alinhamento pode ser significativo depende 
também de outras informações, mas normalmente são utilizados valores de E-
value menores que 1e-5 (por exemplo: 1e-6, 1e-7, 1e-8 etc.). Valores de E-value 
maior que 1e-5, principalmente maiores que 0.001 ou 1e-3, são insignificantes 
estatisticamente para indicar uma possível homologia. Isto não significa 
necessariamente que exista homologia, pois podemos estar utilizando uma 
seqüência parcial, de baixa qualidade ou ainda com um gene ainda não 
descrito, mas significa que estatisticamente não existe “boa” similaridade com 
os genes comparados. 
 

5.4. All Reads 
( 5. Novos reads | início ) 

Busca com base apenas em valores de filtro. Esta ferramenta apresenta 
todos os reads, dentro dos parâmetros do filtro, com os respectivos resultados 
de blast. Pode ser utilizada para um panorama geral do projeto, para buscas de 
genes (numa ordenação por resultado de blast, por exemplo) etc. 

 
início 
 

5.5. Pattern search 
( 5. Novos reads | início ) 

Busca de padrões nas seqüências. Interessante para busca de domínios 
ou trechos específicos, como primers. Existem alguns recursos adicionais para 
esta busca. 

 
• [AT] – letra A ou letra T; 
• (3) – três repetições da letra anterior; 
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• (1,4) – uma a quatro repetições da letra anterior; 
• {G} – qualquer letra menos G; 
• N – qualquer letra; 

Ex.: A(3)N(10,15)[G,C] – 3 As, de 10 a 15 letras quaisquer, 1 G ou 1 C. 
 

início 
6. Projeto 

início 
Agora que já foram acrescentados os reads de interesse, voltamos à página do projeto para os 

próximos passos. Esta página apresenta dois quadros. O primeiro contém informações 

sobre os reads selecionados para o projeto. 

 

 
 

 
 
A coluna ‘SELEÇÃO’ permite selecionar os reads que sofrerão a ação de 

algum botão. ‘READS’ mostra os nomes de cada read selecinado. ‘BLAST 
RESULT’ contém o nome do primeiro hit do blastx automático, com link para a 
análise do blast. ‘E-VALUE’ mostra o valor de E-value do melhor resultado do 
blast. ‘BP > 20 (%)’ contém a porcentagem de bases do read com qualidade 
phred acima de 20. ‘VECTOR’ mostra a porcentagem de vetores trimados do 
read. ‘BP TOTAL’ apresenta o tamanho total do read, independente de 
qualidade ou trimagem. Finalmente, o campo ‘OBS’ mostra uma palavra que 
pode ser utilizada para controle pessoal de forma/motivo de inserção de read 
no projeto. Por exemplo, um read pode ser selecionado por palavra chave, outro 
por blast, outro por padrão etc. O quadro de baixo apresenta possibilidades de 
ação a serem realizadas com os reads. 
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O botão ‘CLUSTERIZAR’ vai executar uma montagem (Phrap ou CAP3) 

com os reads selecionados. Não esqueça de selecionar os reads antes de clicar 
no botão ‘CLUSTERIZAR’. Quando esta montagem estiver terminada, o 
programa enviará um e-mail avisando. Não adianta clicar mais de uma vez. Isto 
apenas iniciará novos processos, o que tornará a chegada de respostas mais 
lenta. Após a chegada do e-mail, a montagem poderá ser visualizada por 
intermédio do botão ‘VISUALIZAR CLUSTERIZAÇÃO’. Detalharemos os 
resultados da montagem no item “Clusterização”. 

 
‘SELECIONAR TODOS’ seleciona todos os reads do quadro 1. ‘DELETAR 

READ’ irá retirar do projeto os reads selecionados. A caixa abaixo do botão 
‘CLUSTERIZAR’, que mostra ‘ORGANIZAR POR PALAVRA CHAVE’ possui 
algumas opções de organização dos reads, para facilitar sua seleção. A outra 
caixa de seleção, que mostra ‘NENHUM FILTRO’ apresenta opções de filtro 
também para facilitar a seleção de reads. ‘COPIAR PROJETO’ é um botão que 
permite seja realizada uma cópia do projeto, para o próprio usuário ou outro. 

 
‘VISUALIZAR NAS PLACAS’ mostra as posições dos reads nas placas e é 

utilizado para facilitar a localização rápida de reads. O campo ‘ANOTAÇÕES’ 
permite que sejam copiados ou escritos textos referentes ao projeto. Sempre 
que for modificado, deve-se clicar em ‘SALVAR ANOTAÇÕES’. No fim da página 
estão os dados sobre repetição de reads e o link ‘<<<<VOLTAR<<<<’. Estes links 
devem sempre ser utilizado para movimentação entre as páginas do projeto, ao 
invés dos botões do navegador, que o programa pode não reconhecer, gerando 
erros. 
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início 
 
7. Clusterização 

início 
  
Após o término da clusterização clica-se no botão ‘VISUALIZAR CLUSTERIZAÇÃO’, para entrada em uma tela 

como a da figura abaixo: 

 

 
A parte superior da tabela apresenta os contigs formados e algumas 

características destes (um contig por linha). Na coluna ‘CONTIGS’ são 
apresentados o nome do contig e dois links para a seqüência deste em formato 
fasta: ‘C3’ leva à seqüência “normal” do contig 3, e ‘iC3’ leva ao complemento 
reverso desta. A coluna ‘BLAST NR’ mostra os resultados de blastx dos contigs. 
Estes dados aparecerão depois que o botão ‘INICIAR BLASTAGEM’ for acionado, 
e o término do processo é avisado por e-mail. SE nenhum read for selecionado, 
este botão realiza o blast de todos os contigs do projeto. Caso contrário “blasta” 
os selecionados. 

 
As colunas ‘SCORE’ e ‘E-VALUE’ apresentam os respectivos valores 

para o primeiro resultado do ‘BLAST NR’ de cada contig. O valor da coluna 
‘ERRO’ mostra o número de prováveis erros da montagem a cada 10.000 bases. 
No exemplo, seriam 52 prováveis erros a cada 10.000 bases. Como o contig tem 
865 bases, são prováveis 4,5 erros no contig. ‘BP TOTAL’ mostra o tamanho do 
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contig montado, e ‘READS’ o número de reads que fazem parte deste contig. 
Neste número existe um link que abre uma janela com a lista dos reads. 

 
A última coluna, ‘VISUALIZAÇÃO’, traz um link (‘view’) que mostra a 

montagem do contig, como no exemplo da figura abaixo: 
 

 
 
As legendas explicam os detalhes, mas é importante destacar que bases 

em desacordo com o consenso aparecem em vermelho, e as letras maiúsculas 
indicam qualidade phred acima de 20. Abaixo da montagem, são mostrados os 
6 quadros de leitura. 

 
Abaixo dos contigs existe uma linha com diversos botões: 

 

 
 
Todas as ações destes botões serão executadas no contig selecionado 

acima destas. ‘APAGAR’ apaga o contig da montagem; ‘BLAST CP’ é o blast do 
contig contra o organismo do projeto, no caso, Crinipellis perniciosa; ‘ORF 
FINDER’ executa este programa para localização de ORFs no contig; ‘BLAST NR’ 
permite blast contra BD NR; e o botão ‘GERAR SEMENTE’ será detalhado no 
item ‘Semente’. 

 
 
 
 
Uma ferramenta muito interessante e útil é o Blast saturação: 
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Após escolhido o contig de interesse, para verificar se existem outros 

reads que possam melhorar a qualidade ou estender o contig, o procedimento 
normal é blastar o contig contra os reads, verificar se existem reads novos, 
acrescentar estes reads novos à montagem, remontar (clusterizar), verificar 
novamente com o blast se com o novo tamanho existem outros reads que 
possam aumentar o seu contig, e assim ciclicamente, até atingir o tamanho 
pretendido ou não conseguir mais novidades. 

 
Sim, isto dá muito trabalho, e por isso foi desenvolvido o ‘Blast 

saturação’, que faz isto tudo sozinho. Basta definir o tamanho pretendido, e o 
limite de similaridade do blast e deixar o programa trabalhar por você, clicando 
em ‘INICIAR BLASTAGEM’. 

 
Quando o processo terminar, o programa envia um e-mail avisando. Se 

preferir acompanhar o progresso, basta clicar em ‘RELATÓRIO’ e ir atualizando 
a página. São mostradas todas as etapas com detalhes até a finalização do 
processo. 

 
No final da página existe uma tabela semelhante à primeira, mas com singlets ao invés de contigs. 

 

 
 
‘SINGLETS’ mostra os nomes dos reads que não entraram nos contigs, 

com link para a seqüência em formato fasta do mesmo. A coluna ‘BLAST NR’ 
mostra o melhor resultado de blastx (contra o BD nr) executado durante o 
processo de submissão, com o E value correspondente a este alinhamento na 
coluna ‘E-VALUE’. Tamanho do read em ‘BP TOTAL’. A coluna ‘VISUALIZAÇÃO’ 
mostra dois links: ‘CP/NR’. ‘CP’ (ou o código do organismo do projeto) mostra o 
resultado de blastn do read contra o BD de reads do projeto. ‘NR’ mostra o 
resultado de blastx contra o BD nr. 

 
Os botões ‘APAGAR’, ‘ORF FINDER’ e ‘GERAR SEMENTE’ funcionam 

como explicado para os contigs, para o read selecionado. 
 

início 
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8. Semente 

início 
A criação de semente é o processo que precede a anotação. Depois do 

processo de clusterização, para localizar regiões de interesse, é preciso preparar 
estas regiões para a anotação. A semente é o trecho de DNA que será anotado. 
Pode conter um gene inteiro, parcial, com ou sem região promotora. 

 
Depois de selecionado o contig de interesse, clica-se no botão ‘GERAR 

SEMENTE’. A primeira tela será como a da figura abaixo: 
 

 
 
Utilizando blast, ORF Finder ou outras ferramentas, pode-se determinar 

que região do contig contém o gene de interesse. A partir desta região, será 
iniciada a geração da semente. Caso o gene esteja invertido em relação á 
montagem do contig, e se for de seu interesse, basta clicar em ‘COMPLEMENTO 
REVERSO (ICONTIG)’ para capturar a seqüência complementar. 
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O programa irá executar alguns itens, gerar uma semente temporária e 

uma tabela de informações: 
 

 
 

Além da tabela com as informações da semente, são apresentados links para conferir as informações referentes a 

esta. A lista de reads que compõem a semente, o resultado de blastx contra BD nr e a seqüência fasta com valores 

de qualidade, como na figura abaixo. 
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O final da página vai apresentar as informações finais para cadastro ou 

descarte da semente. Caso não exista sobreposição (regiões já salvas como 
sementes serão acusadas), a semente pode ser salva. Basta preencher as 
informações de região de promotor e gene, e a descrição da semente. O link 
‘ORF FINDER’ permite que sejam conferidas as posições. 
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Após clicado o botão ‘SALVAR SEMENTE’, é aberta uma página com a 
confirmação e um link para a ‘LISTA DE SEMENTES’. 

 

 
 
Para acessar esta lista, é necessário que seu login tenha permissão de 

anotador. O sistema de anotação varia com cada projeto, e o manual de 
anotação será desenvolvido em separado.  

 
Obrigado por ter lido o manual e ter dado sentido ao nosso trabalho ☺ 
 

início 
 
9. Dicas de utilização 

início 
As dicas foram distribuídas nas explicações de cada item, mas é importante citar que a forma mais simples de 

começar um projeto sobre determinado tema é realizar uma busca por palavra chave (keyword search) ou um 

tBLASTn da proteína pretendida (de preferência de organismo próximo) e acrescentar os reads no projeto. Outra 

opção é a busca nos resultados de blast, ou utilizar uma combinação dos métodos apresentados. 
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Depois que conseguir, da forma que preferir, acrescentar alguns reads no projeto, execute o blast saturação 

colocando como limite o tamanho do gene ou um pouco mais. Se ainda não conseguiu o tamanho completo do 

gene, tente aumentar o tamanho pretendido e rode novamente o blast saturação. 

 
início 
 
10. Sobre o programa 

início 
O principal objetivo do Gene Projects é permitir a “on going annotation”, ou anotação 

enquanto o genoma está sendo seqüenciado. O sistema está sendo complementado para englobar 

as principais ferramentas do Laboratório de Genômica e Expressão (LGE/UNICAMP), 

objetivando a automatização total na criação de um sistema de bioinformática para projetos 

genoma, desde os pequenos casos, de pesquisas individuais, até programas de seqüenciamento 

completo de organismos. 

 

Foi idealizado pelo Prof. Dr. Gonçalo A. G. Pereira, e o principal responsável pelo seu 

desenvolvimento é Marcelo F. Carazzolle. Time de desenvolvimento: Luciano A. Digiampietri, 

Marcos R. R. Araújo e Eduardo F. Formighieri. Os demais integrantes da bioinformática também 

começaram ou irão começar a trabalhar neste sistema (Eliezer e Danilo). 

 

Manual redigido por Eduardo F. Formighieri (eduformi@lge.ibi.unicamp.br). 

 

Versão do Gene Projects: 1.3.0.0 

Versão do Manual: 1.0.0.2 

 

Sugestões, críticas e contato através do e-mail 

suporte@lge.ibi.unicamp.br. 

 
início 
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7.5. ANEXO E. Produção didática: Manual e roteiro de anotação para o Sistema de anotação 

do Laboratório de Genômica e Expressão – LGE/UNICAMP. Utilizado nos projetos 

Genoma Vassoura de Bruxa, Café, Genolyptus, Camarão, entre outros. 
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Manual Avançado de Anotação – Camarão 
 

| Personagens e senhas | Dicas iniciais | Processo de anotação | Interface de anotação | 
Como anotar | Sobre o sistema de anotação LGE | 

 
 
11. Definição de personagens e senhas 

início 
 
Curadores – No caso da anotação dos ESTs de camarão os curadores ainda 

não foram definidos, mas futuramente irão padronizar as informações anotadas. 
 
Selecionadores – São os coordenadores de cada equipe de anotação, podendo 

haver mais de uma equipe por instituição. Eles terão o poder de selecionar 
inicialmente o material de interesse para a anotação (sequences control), que será 
distribuído entre os anotadores ligados a cada selecionador. Após a seleção dos 
clusters de interesse, os clusters não selecionados serão distribuídos. Cada 
selecionador será responsável por uma cota de seqüências para anotar, e pela 
qualidade da anotação do seu grupo de anotadores. O controle pode ser feito pela 
página de anotação específica de cada selecionador. 

 
Anotadores – São os pesquisadores que pertencem a uma das instituições 

conveniadas, que farão a anotação das seqüências segundo as normas gerais do 
projeto e as específicas de cada equipe. Cada anotador possui seu login e acesso à 
página de anotação do selecionador responsável. Existem ferramentas para a troca 
(trocar) de senha e para o caso de esquecimento da mesma (enviar). 

 
Senhas – Todos os personagens têm acesso ao sistema através de login e 

senha geral do coordenador de cada instituição. Para a anotação e o controle desta 
pelos selecionadores, cada pesquisador (anotador ou selecionador) terá um login 
próprio e único, com permissões de acordo com sua função. 
 
início 
 
12. Dicas iniciais 

início 
 

• Sempre utilize os links das próprias páginas de serviços, como o “VOLTAR”. Se 
utilizar o botão do navegador, o programa pode se confundir e gerar erro; 

• Reporte falhas ou sugestões. São sempre bem vindas. 
o Utilize para isto o e-mail: suporte@lge.ibi.unicamp.br. 

• Dúvidas sobre o processo de anotação devem ser enviadas para: 
o eduformi@lge.ibi.unicamp.br. 

• Utilize o roteiro de anotação. 
• Para descrever uma seqüência de ações, convencionamos o seguinte 

significado para: 
o <> – apertar a tecla “Enter”; 
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o <ctrl> + ação – executar ação enquanto mantém a tecla ctrl apertada. O 
mesmo vale para <alt> e <shift>; 

o ação1, ação2, ação3 – seqüência de ações a ser executada; 
o Por “ação” entenda-se apertar uma tecla ou clicar com o mouse, por ex.; 

Cópia de texto no wordpad para novo arquivo:  
“<ctrl> + T, <ctrl> + C, novo documento, <ctrl> + V” 

– são 4 ações separadas por vírgulas. (1) manter a tecla “ctrl” 
apertada e apertar a tecla “T” – selecionar tudo, (2) manter a tecla “ctrl” 
apertada e apertar a tecla “C” – copiar, (3) abrir um novo documento, (4) 
manter a tecla “ctrl” apertada e apertar a tecla “V” – colar. 

 
início 
 
13. Geral do processo de anotação 
( Cadastro de login | Seleção de seqüências | Cotas | Formas de busca | Análise dos resultados ) 

início 
 

13.1. Cadastro de login/senha 
 

Serão criados logins e senhas para todos os selecionadores que serão enviados por e-mail individuais. 

De posse destas informações, cada selecionador criará login para cada um de seus 

pesquisadores (anotadores) através do serviço específico 

(http://bioinfo05.ibi.unicamp.br/camarao/services/atuselecionador.php). A senha será criada 

automaticamente e enviada para o e-mail do anotador, que poderá alterá-la através de serviço 

específico. 

 
Para cadastrar os anotadores basta preencher os campos ‘NOME’ (sempre 

completo), ‘LOGIN’ e ‘E-MAIL’. Estes estão automaticamente relacionados ao 
selecionador que os cadastrou. Por questão de segurança é necessário que cada 
anotador cadastrado seja bloqueado e depois desbloqueado para que o mesmo tenha 
acesso aos serviços. 

 
Na coluna de gerenciamento existem 4 opções: 

 - Editar. 

 - Bloquear anotador. 

 - Desbloquear anotador. 
 - Excluir anotador (abre nova figura de confirmação). 

 - Confirma exclusão de anotador (clicar no lixo para confirmar). 
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13.2. Seleção de seqüências 
 
13.2.1. Cotas 

( Processo de Anotação | início ) 
 
Cada selecionador poderá manter sob seus cuidados cerca de 300 seqüências 

por vez, tendo um prazo determinado para finalizar a anotação destas (definido por 
comunicados da coordenação de anotação). Após o prazo, a contar da data de 
seleção, a seqüência não finalizada volta automaticamente a fazer parte do grupo 
das que podem ser escolhidas para anotação pelos selecionadores. O limite de 300 
seqüências não significa limite por processo de seleção, e sim o máximo de 
seqüências que um selecionador pode manter ao mesmo tempo. Assim que uma 
seqüência é finalizada, outra pode ser selecionada.  

 
O selecionador poderá também desistir de determinada seqüência retirando-a 

de seu grupo e assim permitir que outros pesquisadores possam ter acesso à mesma 
e ao mesmo tempo para que possa escolher outra seqüência para seu grupo de 
trabalho. Isto vale para trocas de seqüências entre grupos ou desistência de 
sequencias escolhidas de forma errada. Na fase final as seqüências restantes serão 
distribuídas, e o botão de devolução não deverá mais ser utilizado. Casos especiais 
podem ser discutidos diretamente com a coordenação de anotação. 

 
13.2.2. Formas de busca 

(Processo de Anotação | início ) 
 
Ao acessar a página de seleção de clusters, o selecionador terá diferentes 

opções para localização dos clusters de interesse: busca por palavras chave, busca 
por blast, busca por seqüências e ainda visualizar todos os clusters. Basta clicar no 

 para abrir o respectivo quadro de busca, e em  para fechá-lo. A análise dos 
resultados das buscas será discutida após a descrição de todas as formas de busca. 

 
Busca por palavras – Pode ser feita em todos os campos citados ou apenas em 

alguns, sendo feita esta escolha através das caixas de seleção (  e ). Depois de 
digitada a palavra e definidos os campos em que será feita a busca, define-se o 
número de clusters a serem mostrados a cada página de resultados. Para executar a 
busca clicar no botão ‘SEARCH’.  

 
Busca por BLAST – Buscas através do programa NCBI-BLAST contra o Banco 

de Dados das seqüências de ESTs do projeto. É possível utilizar os programas blastn 
(nt vs. nt), tblastn (aa vs. nt trad) e tblastx (nt trad vs. nt trad). A seqüência query, 
em formato FASTA, pode ser colada no campo ou localizada através do botão de 
procura. Define-se o número de clusters a serem mostrados em cada página e para 
executar a busca clica-se em ‘SEARCH’. 

 
Busca por seqüências – Pode ser realizada por uma listagem com o nome dos 

reads ou contigs (onde podem ser utilizados caracteres curingas (* e/ou ?)), digitada 
na caixa ou localizada em arquivo, ou através de seleção diretamente nas caixas da 
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nomenclatura cadastrada. Para executar a busca, clicar em ‘SEARCH’ depois de 
definir o número de resultados por página. 

 
Visualizar todas as seqüências – Mostra todas as seqüências, com diferentes 

possibilidades de ordenação. Mesma opção de definição de quantidade de resultados 
a serem visualizados por página. 

 
13.2.3. Análise dos resultados da busca 

(Processo de Anotação | início ) 
 

Todas as formas de busca trazem os resultados no mesmo padrão de página. Existem três cores 

possíveis para as informações de cada seqüência: 

 – apenas anotação automática realizada; 
 – reservado para anotação; e 
 – anotação manual finalizada. 

 
Esta página contém uma tabela com os seguintes campos: 
 
Seleção – Campo para seleção de seqüências a anotar. 
Seqüência – Nome da seqüência (contig ou read). O link no nome de cada 

seqüência abre a página de anotação desta. 
Produto – Nome completo do produto do gene. Ex.: cytochrome oxidase, 

subunit 3. 
Símbolo – Abreviação do nome do gene, o equivalente ao “gene name” do 

genbank. Ex.: cox3. 
Primeiro hit BLAST – Descrição da seqüência com o melhor hit da 

comparação do BLAST. O link na descrição abre a página do resultado do blast. 
E-value – Valor de expectativa. Equivalente a probabilidade de o alinhamento 

ocorrer por acaso. Quanto mais próximo de zero, maior a chance de o alinhamento 
ter significado biológico. 

Função Molecular – Descrição dos termos GO da genealogia de função 
molecular. O link deste campo abre a página do referido termo GO na ferramenta 
computacional AMIGO. 

Componente Celular – Descrição dos termos GO da genealogia de 
componente celular. O link deste campo abre a página do referido termo GO na 
ferramenta computacional AMIGO. 

Processo Biológico – descrição dos termos GO da genealogia de processo 
biológico. O link deste campo abre a página do referido termo GO na ferramenta 
computacional AMIGO. 

Selecionador – Login do selecionador responsável pela anotação da 
seqüência. 

Anotador – Login do último anotador que salvou alguma modificação na 
seqüência. Todas as modificações feitas por qualquer anotador são registradas no 
histórico de anotação. Este controle existe para facilitar a determinação de quais 
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seqüências já começaram a ser anotadas, e a forma como a anotação será 
distribuída no grupo depende da preferência de trabalho de cada selecionador. 

Última atualização – Data da ultima modificação salva na página de 
anotação. 

 
Depois de escolhidas as seqüências, basta clicar no botão ‘ENVIAR 

SEQÜÊNCIAS’ para que as mesmas sejam cadastradas na página de anotação do 
selecionador, até o limite de 300 seqüências. Após o período definido para esta 
seleção, todos os slecionadores receberão clusters aleatórios para completar 300 
seqüências. 

 
início 
14. Interface de anotação 
( Cabeçalho | Navegação | GO | Categoria | Identificação | Visualização | 
Sinalização | BLAST | Buscas facilitadas | Anotações ) 

início 
 
As informações sobre a anotação são detalhadas no roteiro de anotação. O 

objetivo deste manual é mais ensinar a utilizar a interface de anotação, e dar 
alguma base em assuntos essenciais. 

 
14.1. Cabeçalho 

 
O cabeçalho está em um frame separado, e estará sempre disponível para 

acesso. Nele se encontram links para outras páginas do projeto, dos quais 
destacamos: 
 
 Gene Projects – Acesso ao programa desenvolvido no LGE para análise 
aprofundada de clusters ou assunto de interesse. Ligado diretamente aos dados do 
projeto. 
 Serviços – Abre a página de serviços do Projeto camarão no LGE. 
 Suporte – Envio de e-mail para grupo de suporte do LGE. 
 Busca avançada – Busca nos bancos de dados de ESTs do camarão no LGE. 
Possui opções de seleção dos diferentes campos para delimitar e especificar a busca. 
 

14.2. Navegação 
( Interface de anotação| início ) 

 
 A barra de navegação possui no centro o nome da seqüência, e nas 
extremidades dois links de cada lado. 
 

 
 

O “>>” abre a página de anotação da próxima seqüência do selecionador que 
ainda não foi anotada. O “>>>” abre a próxima seqüência, independentemente de 
esta ter sido anotada ou não. “<<” e “<<<” funcionam com a mesma lógica para as 
seqüências anteriores, considerando ordenação alfabética. 
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Também possui os links para manual e roteiro de anotação. 
 

14.3. Classificação - Gene ontology 
( Interface de anotação| início ) 

 
No campo ‘CLASSIFICAÇÃO’ voc pode classificar cada cluster segundo sistema 

do Gene Ontology (GO). 
 
Mais baixo na interface de anotação existe um resultado automático de blast 

contra BD de seqüências associadas ao GO, que será discutido posteriormente. Este 
resultado pode ajudar na classificação quanto ao GO. Para uma análise atualizada 
existe mais abaixo, em ‘BUSCAS FACILITADAS’, a opção de busca por palavra chave 
ou por blast (GO) no GO. 

 
Depois de determinados os termos GO relacionados à seqüência, preenche-se os dados do GO ID e do 

nome do termo nos campos apropriados. Utilize preferencialmente copiar/colar para evitar 

erros de digitação. Em caso de dúvida em relação aos termos mais específicos, seleciona-se 

um termo mais geral, ou seja, mais próximo à raiz da árvore. Exemplo:  

 

 
Neste caso, a ontologia de função molecular está aberta até o último nível. Se 

não se tem certeza sobre o íon transportado, pode-se anotar uma das categorias 
acima, como 5381, 15082 ou 8324. Quanto mais próximo da raiz da árvore, menos 
específica a classificação, mas em casos de dúvida o melhor é classificar no nível em 
que se pode ter maior grau de certeza. 
 

14.4. Identificação 
( Interface de anotação| início ) 

 
Nome do gene – Descrição por extenso do produto do gene, incluindo 

informação sobre ser subunidade e qual. Ex.: cytochrome c oxidase, subunit 3. 
Função – Inserir informações sobre a função do produto do gene. Pode-se 

simplesmente colar a informação do UNIPROT ou do NCBI-Gene homólogo. 
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Domínio – Descrição do(s) domínio(s) encontrado(s) na seqüência. Utilizar 
nomenclatura completa, incluindo identificador (o padrão pode ser o do PFAM). Em 
caso de similaridade parcial, indicar no final da descrição do domínio. Ex.: 
“COG0071, IbpA, Molecular chaperone (small heat shock protein), incomplete.” 

Organismo homólogo – Nome científico completo do organismo referente ao 
melhor resultado do blastx vs. nr. 

Símbolo do gene – Nome curto do gene, o equivalente ao termo “gene name” 
das entradas do genbank. Ex.: cox3. 

Número EC – Número de classificação enzimática. 
Número TC – Número de classificação de proteínas de transporte. 
 

14.5. Visualização 
( Interface de anotação| início ) 

 
 iContig – Complemento reverso da seqüência em formato fasta. 

Contig – Seqüência em formato fasta. 
Reads – Lista de reads que compõem a seqüência. 
View – Visualização da montagem. 

 
 

14.6. Sinalização 
( Interface de anotação| início ) 

 
Seq. Cod. Parc. – Deve ser marcado quando a região do alinhamento não 

inclui todo o gene similar, potencialmente homólogo. Diz respeito à região 
seqüenciada 

Intron – indicador da presença de intron. 
Full Length – indicador da presença de toda região codante no clone. Deve ser 

marcado quando a região do alinhamento possui a região codante do início do gene 
similar. 

CP genômico – Indicador da existência de seqüência similar no conjunto de 
DNA genômico seqüenciado. 

Top gene – Indicador de que o gene é importante de acordo com os objetivos 
do projeto e deve ser estudado com cuidado, e/ou reservado para futuras patentes. 

Cluster problem – Indicador de problemas na seqüência, como frameshift ou 
consenso com regiões de qualidade muito baixa. 

Contaminação – Indicador de contaminante, a ser eliminado do conjunto de 
dados a serem anotados no projeto. 
 

14.7. BLAST automático 
( Interface de anotação| início ) 

 
14.7.1. BLAST vs. nr 

 
Informações retiradas automaticamente do resultado de blastx contra nr.  

 
Score – Pontuação do primeiro alinhamento do blastx. 
E-value – Valor de expectativa do primeiro alinhamento do blastx. 
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Identidade – Valor em porcentagem do número de acertos (matchs) em relação 
ao tamanho total do alinhamento. 

Coverage query – Porcentagem da divisão do tamanho do ‘query’ em relação 
ao tamanho do alinhamento. 

Coverage subject – Porcentagem da divisão do tamanho do ‘subject’ em 
relação ao tamanho do alinhamento. 

Organismo – Nome científico do organismo do primeiro alinhamento do 
blastx. 

Acession code – Código de entrada no banco de dados genéticos da seqüência 
do primeiro alinhamento do blastx. 

Descrição – Campo com o nome inteiro da entrada do primeiro alinhamento 
do blastx, que também é um link para o resultado do blastx. 
 

14.7.2. BLAST vs. GO 
 

Informações retiradas automaticamente do resultado de blastx contra banco 
de dados com seqüências relacionadas a termos GO. 

 
Score – Pontuação do primeiro alinhamento do blastx. 
E-value – Valor de expectativa do primeiro alinhamento do blastx. 
Identidade – Valor em porcentagem do número de acertos (matchs) em relação 

ao tamanho total do alinhamento. 
Coverage query – Porcentagem da divisão do tamanho do ‘query’ em relação 

ao tamanho do alinhamento. 
Coverage subject – Porcentagem da divisão do tamanho do ‘subject’ em 

relação ao tamanho do alinhamento. 
Símbolo do gene – Símbolo do gene. 
Produto – Descrição do nome do produto do gene. 
Descrição – Campo com o nome inteiro da entrada do primeiro alinhamento 

do blastx. Também é um link para o resultado do blastx contra o BD relacionado 
aos termos GO. 

Molecular_function,  Cellular_component e Biological_process – descrição 
dos termos GO com similaridade. O link de cada termo abre a janela de descrição do 
termo no programa AMIGO. 
 

14.7.3. Outros Blasts 
 

Links para resultados de blasts estáticos: Swiss prot, NT e TC. 
 

14.8. Buscas facilitadas 
( Interface de anotação| início ) 

 
14.8.1. Buscas atualizadas por BLAST e ORFFinder com nucleotídeos 

 
Links que abrem páginas de BLAST contra bancos de dados específicos na tela de seleção de 

parâmetros, já com a seqüência fasta específica preenchida. Verificar os parâmetros em cada 
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caso e executar a busca atualizada. O link para o programa OrfFinder permite a localização 

de ORFs. Cuidado ao interpretar ORFs em ESTs... 

 
BD GO – Seqüências do Gene Ontology. 
BD Kegg – Seqüências do KEGG. 
BD Nr – Non redundant, do NCBI. 
ORF Finder – busca de ORFs para definição de início e/ou final da região 

codante quando for do interesse do anotador. 
BD TC – Seqüências relacionadas a classificação de proteínas de transporte. 
 
14.8.2. Buscas por CD_Search com aminoácidos 

 
Escolha o frame que deseja e execute a ferramenta. 

 
CD_Search – Busca por domínios. 
Fasta aas – Seqüência fasta traduzida no frame escolhido. 
 
14.8.3. Buscas por palavra chave 

 
Buscas por palavra chave em diferentes locais. Seleciona-se o local onde se quer 

fazer a busca da palavra digitada e clica-se no botão ‘CONSULTAR’. Descrição 
concisa dos bancos de dados: 

 
Enzyme – Conjunto de informações relativas à nomenclatura de enzinas. 
GO – Vocabulário de produtos de genes dinâmico controlado com potencial de 

ser aplicado a todos os organismos. 
Pfam – Coleção de alinhamentos múltiplos de seqüências e de HMMs cobrindo 

os mais comuns domínios de proteínas. 
Pubmed – Serviço da NLM incluindo mais de 15 milhões de citações para 

artigos relacionados à ciência da vida. 
Swissprot – Banco de dados de seqüências de proteínas curado - alto nível de 

anotação, mínimo de redundância e alto de integração com outros BDs. 
Famílias de transporte (TC) – Sistema de classificação para proteínas de 

transporte de membrana conhecido como sistema TC. 
SGD – Saccharomyces Genome Database 

 
14.9. Bloco de notas 

( Interface de anotação| início ) 
 
Notepad – Notas do próprio anotador sobre a seqüência anotada. São 

atualizadas, como toda a página, pelo botão ‘ATUALIZAR’.  Pode ser utilizado para 
inserir informações importantes sobre a anotação que não possam ser colocadas em 
outros campos. 

Guest notepad – Notas de qualquer anotador, sobre a anotação da seqüência. 
Estas informações são salvas através do botão ‘GUEST UPDATE’. 
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14.10. Controle 

( Interface de anotação| início ) 
 
Anotação terminada – Selecionar após o término da anotação manual. 
Histórico da anotação – O botão ‘VIEW’ mostra todo o histórico de 

modificações da anotação. 
Reserva – Selecionar para reservar a seqüência para trabalho funcional. 
Atualizar – O botão ‘ATUALIZAR’ aparece somente para o grupo de anotadores 

do selecionador. Deve ser clicado para salvar as alterações feitas na página. O 
recomendado é que as alterações sejam salvas logo após serem feitas. 

Devolução – retira o cluster do grupo do selecionador. Só deve ser utilizado 
pelo selecionador, em fase de seleção de clusters. 

Revisado – para selecionador clicar quando revisar a anotação de sua equipe. 
 
 

15. Como anotar 
( O que é anotar | Identificar proteína | Classificar | Detalhes | Anotação metabólica) 

início 
 

15.1. O que é anotar uma seqüência? 
 

O roteiro de anotação se encontra em arquivo separado, mas serão tratados aqui os conceitos básicos e 

alguns tópicos com mais detalhes. 

 

Para começar, o que é esta seqüência? Cada uma das seqüências a serem anotadas é resultado da 

montagem de todos os ESTs seqüenciados no Projeto Genoma Camarão, com diferentes 

bibliotecas de ESTs (as estratégias presentes no projeto podem ser vistas na página de 

serviços do projeto, em ‘SUBMISSÃO’ /  ‘NOMENCLATURA’) após a trimagem de 

contaminantes, vetores etc. 

 

Portanto cada seqüência a ser anotada é um trecho de cDNA seqüenciado. Como passou por um 

processo de montagem, pode ser um read (singlet) ou um contig (grupo de reads alinhados 

formando um trecho normalmente maior e com melhor qualidade do que um read sozinho). 
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Por que anotá-lo? Além das metas de anotação, é claro... A anotação é a fase mais importante de um 

projeto genoma. É através da anotação que encontraremos as proteínas expressas em 

diferentes situações, poderemos inferir sobre vias metabólicas presentes, alvos específicos 

para pesquisas funcionais e futuras patentes e produtos. Enfim, uma boa anotação facilita a 

continuidade da pesquisa, a redação de artigos e a continuidade da genômica no Brasil ☺. 

 

Mas então o que é anotar? Anotar é determinar a função do produto de um gene. Como trabalhamos 

neste projeto com ESTs, tudo o que temos foi expresso (não precisamos nos preocupar em 

determinar ORFs). A missão é identificar a função de cada uma. Mas como? 

 

Para uma anotação bem feita precisaremos passar por quatro fases principais: a identificação da 

proteína, sua classificação, o detalhamento da anotação, e a anotação metabólica. Este 

processo de anotação será detalhado no curso de anotação, mas trataremos brevemente os 

principais pontos da anotação a seguir. 

 
15.2. Identificar a proteína 

(Como anotar| início ) 
 

Esta é a parte mais importante da anotação. Mais ou menos trabalhosa 
dependendo do caso, mas essencial para que as próximas fases sejam úteis. Ou 
seja, não adianta classificar perfeitamente o gene errado. Esta é a principal fase 
onde a anotação automática necessita da confirmação humana. 

 
Para identificar uma seqüência o primeiro passo é fazer uma comparação 

desta seqüência com BDs de seqüências já anotadas. A melhor ferramenta para uma 
primeira análise é o BLASTX contra o Swissprot e contra o nr (BD non redundant de 
proteínas do NCBI). Para quem não conhece o BLAST, o ‘quadro 1’ traz uma 
descrição breve de suas principais ferramentas. 

 
Quadro 1 – Introdução ao NCBI-BLAST 
   

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) - Programas de busca de 
similaridade projetados para explorar todas as bases de dados disponíveis de 
seqüências de proteínas ou DNA. A seqüência a ser utilizada na busca deve 
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sempre estar no formato fasta (podendo estar sem a linha de título). 
   
O formato FASTA inclui um título e uma seqüência. O título é sempre 

precedido por ‘>’ e finalizado por uma quebra de linha (ou seja, um <Enter> no 
final da linha). A seqüência deve ter a linha quebrada após cerca de 50 bases 
(este valor pode variar, mas não deve ser muito grande). Por ex.: 

  
>nome do gene 
cagctagcgttatactgtgcagtcgatcgatctattccgttgcgatctat 
atatatatatctgcgtcgagtcgcgtagtgatatatatcgagcgcgatat 
atatcgcgatctacgatgctgatcagtgtacgatcgatgctagcagatcg 
atatatatatctgcgtcgagtcgcgtagtgatatatatcgagcgcgatat 
atatcgcgatctacgatgctgatcagtgtacgatcgatgctagcagatcg 
atcgactcgatgatcgatcgacgctgactagctgactacgctagctagct 
atcgactcgatgatcgatcgacgctgactagctgactacgctagctagct 
atatcgcgatctacgatgctgatcagtgtacgatcgatgctagcagatcg 
cgtcgagtcgcgtagtgatatat 
  
A seqüência fasta que você inserir receberá o nome “query”, e cada 

seqüência que alinhar com ela e aparecer no resultado da busca será chamada 
de “subject”. No site do NCBI existe uma excelente documentação, mas daremos 
uma breve explicação sobre os principais programas BLAST: 

 
  

Query BD Compara Programa 
nt nt nt Blastn 

nt (traduzido) aa aa Blastx 
aa aa aa Blastp 
aa nt (traduzido) aa Tblastn 

nt (traduzido) nt (traduzido) aa Tbaslx 
 
  

Blastn – compara nucleotídeos contra BD de nucleotídeos;  
Blastx – compara seis fases de leitura da seqüência de nucleotídeos (query) 

contra BD de proteínas;  
Blastp – compara aminoácidos contra BD de proteínas;  
Tblastn – compara seqüência de aminoácidos contra BD de nucleotídeos, 

traduzido dinamicamente nas seis fases de leitura;  
Tblastx – compara nucleotídeos traduzidos nas seis fases contra BD de 

nucleotídeos também traduzido nas seis fases.  

rpretação dos resultados de Blast é preciso levar em consideração alguns fatores. Comentaremos os 

principais: E-value, identities, positives e score. 
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Identities, ou identidade é a relação entre o número de matchs, ou letras 

similares, com o tamanho do alinhamento.  Positives traz a porcentagem de 
matchs de semelhança química. Além dos matchs iguais, os sinais + 
representam aminoácidos diferentes, mas semelhantes.  Score é a pontuação do 
programa para o alinhamento. Porém, estes valores não podem ser analisados 
individualmente. É preciso utilizar como parâmetro principal de seleção o E-
value, que é o valor estatístico da probabilidade de o alinhamento acontecer por 
acaso. Quanto menor este valor, menor a chance de que o alinhamento tenha 
acontecido por acaso, e portanto, maior a chance de que este mostre uma 
similaridade real, com significado biológico. 

  
Existem três formatos possíveis para o valor de E-value: 0.0; 3e-35; e 0.14. 

O formato 3e-35 significa 3 x 10-35, e portanto é muito mais próximo de 0.0 (zero) 
do que 0.14. O quanto o alinhamento pode ser significativo depende também de 
outras informações, mas normalmente são utilizados valores de E-value menores 
que 1e-5 (por exemplo: 1e-6, 1e-7, 1e-8 etc.). Valores de E-value maiores que 1e-
5, principalmente maiores que 0.001 ou 1e-3, podemos considerar como pouco 
significativos estatisticamente para indicar uma possível homologia. Isto não 
significa necessariamente que não exista homologia, pois podemos estar 
utilizando uma seqüência parcial, de baixa qualidade ou ainda com um gene 
ainda não descrito, mas significa que estatisticamente não existe “boa” 
similaridade com os genes comparados. É preciso analisar diversos fatores para 
inferir a homologia, e a restringência escolhida depende do anotador. 

 
Filtro de região de baixa complexidade (filter – low complexity). Utilizado 

para evitar alinhamentos em regiões de baixa complexidade, como caudas poliA, 
o default é que esteja acionado. Para uma análise mais cuidadosa, desmarcar 
esta opção pode trazer informações mais completas sobre o alinhamento. 

   
 
O resultado do blast pode ser um ótimo indicador da identidade do gene, mas 

não basta olhar o primeiro hit. É preciso analisar os principais resultados que 
tenham bons E-values e verificar se existe concordância nestes. Em alguns casos é 
preciso verificar se os diferentes nomes encontrados não se referem na verdade ao 
mesmo gene. 

 
Para confirmar a identidade, podemos utilizar outras ferramentas, como as 

buscas facilitadas. Por blast para a identificação, e por palavras para padronizar 
nomenclatura e definir alguns detalhes, como nome e símbolo corretos. 

 
15.3. Classificar a proteína 

(Como anotar| início ) 
 

 As informações obtidas na identificação ajudarão na classificação do gene no 
sistema adotado pelo projeto. 
 

15.3.1. Pelo GO 
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Para a classificação pelo GO o primeiro passo é verificar a anotação 

automática do GO, no ‘Blast automático’. Mais do que olhar os resultados 
automáticos, é importante analisar o a tela de resultado do blast (botão ‘BLAST 
GO’). Com base nas informações de identificação e do Blast GO, pode-se fazer a 
classificação buscando a melhor descrição possível. Um bom local para encontrar 
termos GO é a descrição do homólogo no uniprot (através do link do resultado do 
swissprot, verificar a calssificação do iProClass, no final da página). 

 
15.4. Detalhes importantes 

(Como anotar| início ) 
 

É importante que a anotação seja bem feita desde o começo, para evitar 
desperdício de tempo. Uma anotação mal feita pode gerar ou frustrar expectativas 
futuras, e mesmo que não o faça, sempre vai custar tempo na correção. Dois 
minutos gastos na confirmação de um número EC ou no nome correto do gene 
podem facilitar muito as análises futuras, da categoria de anotação e mesmo na 
identificação de genes importantes para que se atinja o objetivo do projeto inteiro. 

 
Nomes oficiais podem ser obtidos através de Swissprot, Entrez – gene, Enzyme 

etc. Sempre que for definido o EC number é possível buscar o nome oficial no 
Enzyme. Para proteínas relacionadas a transporte, preencha o campo de número 
TC, caso a busca específica traga bons resultados. Sempre descreva detalhes e 
observações no campo ‘NOTEPAD’, e se for um visitante, no ‘GUEST NOTEPAD’. 
Todas as interações com o sistema de anotação serão registradas. 

 
Finalmente, não se esqueça da ‘SINALIZAÇÃO’. Avise o sistema sobre 

importância ou problemas nos genes. É muito mais fácil detectar isto quando se 
está anotando o mesmo. Sempre atualize os dados depois de qualquer modificação, 
e finalize a anotação do gene depois que tiver preenchido todas as informações 
importantes que conseguir. Depois de algum tempo a anotação se torna mais 
intuitiva e rápida, mas é preciso fazer uma boa anotação desde o princípio para que 
se automatize o processo correto, e a anotação seja sempre bem feita. 

 
15.5. Anotação metabólica 

(Como anotar| início ) 
 

Será realizada posteriormente, provavelmente concomitantemente com o 
porcesso de mineração. Quando forem iniciadas as análises de vias metabólicas, se 
tornará clara a importância das informações complementares ao nome do gene. 
Dica: para busca de uma proteína que não foi localizada inicialmente, a forma mais 
fácil é comparar por tblasn uma proteína homóloga de um organismo próximo 
contra o BD do projeto.  

 
16. Sobre o sistema de anotação LGE 

início 
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O sistema de anotação do LGE foi idealizado pelo grupo de Bioinformática do LGE, sob 

orientação e supervisão do Prof. Dr. Gonçalo A. G. Pereira. Começou a partir da estrutura inicial do 

projeto Xylella fastidiosa, e foi adaptado e melhorado para contemplar outros projetos genoma, como 

Vassoura de Bruxa, Genolyptus, Humano – Câncer Cabeça e Pescoço entre outros, até as atuais 

adaptações específicas para os Projeto Genoma Vassoura de bruxa, Café e Camarão. O time atual de 

bioinformatas do LGE conta com: Marcelo F. Carazzolle, Eduardo F. Formighieri, Gustavo G. Lacerda 

Costa, Lucas P. Parizzi, Taís S. Herig e novos alunos que estão chegando. 

 

Manual redigido por Eduardo F. Formighieri (eduformi@lge.ibi.unicamp.br). 

 

Versão da interface de anotação: 1.6.0.0 

Versão do Manual: 1.3.0.0 

 

Sugestões, críticas e contato através do e-mail: suporte@lge.ibi.unicamp.br. 

 
início 
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Roteiro para anotação do Genoma Camarão 
[Identificação e sinalização |  Classificação | Padrão de nomenclatura | Dinâmica de anotação] 

 
Laurival Vilas Boas1 & Eduardo Fernandes Formighieri2  

(Adaptado de texto inicial de: Laurival Vilas Boas, Elizabete K. Takahashi, Luiz Filipe Pereira) 
1IB/UFBA (lavboas@ufba.br) ; 2LGE/IB/UNICAMP (eduformi@lge.ibi.unicamp.br) 

 
Salvar no Favoritos: 

 http://www.lge.ibi.unicamp.br/camarao  
 http://psort.nibb.ac.jp/form.html (Predição de localização celular) 
 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPGene (Predição de introns) 

[início] 
I. IDENTIFICAÇÃO E SINALIZAÇÃO 
 
1. Entrar na página de anotação: http://www.lge.ibi.unicamp.br/camarao   

1.1. No menu lateral: Anotação/Interface de anotaçao. Entrar com login/senha de acesso web. 
1.2. Na página lista de clusters, entrar com login/senha de anotador. 

2. Selecionar cluster, e na página de anotaçao do contig, fazer as seguintes análises para definir a identidade do 
cluster e algumas informações para sinalizar: 

3. BLASTX (clicar no link com o nome do gene). 
3.1. Verificar se o Organismo do primeiro hit confere com o encontrado na página. Corrigir a entrada de 

“Organismo homólogo”, se necessário. 
3.2. Verificar possibilidade de contaminação 

Caso os resultados do BlastX apresentem similaridade somente com organismos procarióticos, 
provavelmente o cluster seja uma contaminação. Para confirmar, verificar o BlastN. Se for realmente um 
contaminante (hit forte com blastn), marcar o campo apropriado e anotar somente o produto (verificação pelo 
blastn mesmo). Abrir a montagem do contig (No view – colocar a lista de reads no notepad) e escrever 
justificativa. 

Ex. de justificativa: “Provável contaminação. Seqüência similar a diferentes bactérias sem 
correspondentes em eucariotos nos resultados de blasts.”  

Se não for contaminante, seguir com a identificação do produto. 
3.3. No resultado do BlastX 

A. Observar melhor hit e comparar com os subseqüentes. 
B. Confirmar o frame correto dos alinhamentos 

4. CD-SEARCH – Fazer busca facilitada utilizando o frame do blastx 
4.1. Verificar E-values, copiar o melhor domínio (na dúvida, utilize o pfam) (ex: pfam00639, Rotamase, 

PPIC-type PPIASE domain.) e colar no campo domínio. 
4.2. Verificar se domínios com nomenclatura diferentes (pfam, Smart e COG) correspondem ao mesmo 

domínio. Neste caso dar preferência ao pfam, sem  necessidade de colocar os outros. 
4.3. Caso haja mais de um domínio e estes não estejam relacionados (ou seja, não são versões da mesma 

coisa em BDs diferentes), copiar todos um representante de cada tipo e colar no campo de domínios em 
linha s distintas, separados com ponto e vírgula (;) e ponto após o último domínio. Ex: 

A. pfam00639, Rotamase, PPIC-type PPIASE domain;  
 Cd00171, fulanase, full domain. 

4.4. Quando o domínio estiver incompleto, descrever o domínio e colocar entre parêntese a palavra 
incomplete. Ex:  

A. pfam00639, Rotamase, PPIC-type PPIASE domain (incomplete). 
4.5. Note que um mesmo domínio pode estar presente em proteínas com funções distintas, portanto o 

domínio sozinho nem sempre pode definir a proteína. 
5. SWISSPROT – utilizar blast automático SWISSPROT 

5.1. Observar o melhor hit e clicar no link do mesmo que remeterá ao UniProt. 
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5.2. Comparar os principais resultados de BLASTX, CD-SEARCH e SWISSPROT. Se a informação é 
suficientemente clara, e coerente entre as diferentes fontes, copiar o nome do produto do gene para o 
campo “PRODUTO”. 

5.3. Copiar as informações do campo “Function” do UNIPROT para o campo “FUNÇÃO” da interface de 
anotação. 

5.4. Caso a informação não seja suficiente para a descrição da função, utilizar análises adicionais, como 
blast TC, KEGG, PSORT etc. para a tomada de decisão. Da mesma forma, utilize as buscas por palavra 
chave para definir a melhor nomenclatura nos casos de nomes diversos. O ideal é utilizar o nome oficial 
do UNIPROT (quando for possível definí-lo). 

6. EC NUMBER 
6.1. Pode ser encontrado principalmente através de informação do UNIPROT, NCBI-Gene, busca no KEGG 

e busca no ENZYME. 
6.2. Utilizar a classificação do ENZYME é particularmente interessante, para definir em que nível é 

possível afirmar a classificação do gene. Ou seja, se não tem certeza da especificidade da função, utilize 
uma classe acima da classificação. 

6.3. Para colocar a informação na interface de anotação, utilize sempre quatro (4) campos separados por 
pontos, definindo a classe de acordo com o que consegue afirmar com segurança. Ex: 

A. 3.17.1.15 (EC number completo) ou 3.7.1.- 
6.4. Muito cuidado ao utilizar o EC Number, pois um mesmo EC # pode ser utilizado para várias 

subunidades, ou mesmo proteínas semelhantes. Ou seja, o EC por si não identifica um gene, embora 
identifique a função. Busque encontrar a função correspondendo ao seu gene, mas não utilize um EC 
number encontrado para definir quem é seu gene. 

7. SÍMBOLO 
7.1. Preferencialmente encontrado no UNIPROT. Também existe boa definição de símbolos no NCBI-Gene 

(chamado lá de “gene name”). 
7.2. Quando não se conseguiu definir com boa precisão o produto do gene, não colocar nada no campo 

símbolo. 
7.3. Nem sempre existe consenso claro sobre o símbolo. Um símbolo que só existe num organismo tem 

grande chance de ser apenas a nomenclatura do ORF utilizada no dado genoma, não se trata do símbolo 
que queremos descrever aqui. 

A. Ex. clássico do que não deve ser utilizado são os genes de A. thaliana, que seguem 
nomenclatura no padrão: At4g38740. 

7.4. Utilizar preferencialmente o padrão de três (3) letras, sem números posteriores, que normalmente 
representam a seqüência dos genes no genoma, que não corresponde necessariamente à seqüencia do 
nosso genoma. Exceção feita a genes com nomenclatura típica, como os genes relacionados à cadeia 
respiratória: cox1, cox2, cox3, nad4, nad5 etc. 

8. INFORMAÇÕES COMPLEMENTARES – para serem colocadas no NOTEPAD 
8.1. Utilizando as informações do UNIPROT, buscar as informações do campo Comments, e copiar itens 

relevantes como: Catalytic activity; Enzyme Regulation; Subcellular location; Tissue Specificity. 
8.2. O número de acesso no UNIPROT. 

9. TC NUMBER 
9.1. Avaliar o resultado do blast TC e preencher o campo TC NUMBER, se preciso. 

10. OUTROS SINALIZADORES 
10.1. Seq. Cod. Parc. – Seqüência codificadora parcial 

A. Deve ser marcado quando a região do alinhamento não inclui todo o gene similar, 
potencialmente homólogo. Diz respeito à região seqüenciada. 

B. Se faltar uma pequena região no início e/ou no fim do gene, e havendo bases suficientes no 
cluster para cobrir a região faltante do gene, não é necessário marcar o cluster como seqüência 
codante parcial. 

10.2. Intron – indicador da presença de intron 
A. Deve ser marcado quando houver indício da presença de intron no cluster. Isto pode ser 

observado nos resultados de blast. 
10.3. Full Length – o clone possui toda região codante 
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A. Deve ser marcado quando a região do alinhamento possui a região codante do início do gene 
similar (potencialmente homólogo). Isto porque o método de obtenção dos ESTs utilizado sempre 
inclui a região terminal do cDNA (utilizado primer poli-T). 

B. Se faltar uma pequena região no início do gene, e havendo bases suficientes no cluster para 
cobrir a região faltante do gene, o cluster pode ser considerado Full Length. 

10.4. Top Gene 
A. Só deve ser marcado quando houver certeza de que o gene é importante para os objetivos do 

projeto. Quando encontrar genes relevantes, comunicar seu selecionador. 
10.5. Cluster problem 

A. Indicador de montagem parecendo errada, frameshift, quimeras etc. 
[início] 
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II – CLASSIFICAÇÃO 
 
11. GO 

11.1. A classificação GO deve ser coerente com a identificação do produto do gene. 
11.2. Observar o Blast GO e a classificação GO do gene homólogo no UNIPROT e no NCBI-Gene. 
11.3. Esta informação deverá ser utilizada como base para a determinação do nível de classificação 

GO que você consegue afirmar para o cluster que está sendo anotado. Na dúvida, utilize uma 
classe mais geral, um nível acima. 

11.4. Para verificar a árvore, utilize o link no próprio termo da página, colocado automaticamente. 
Caso não tenha havido nenhum hit, utilize a ferramenta AmiGO: http://www.godatabase.org/cgi-
bin/amigo/go.cgi para percorrer as árvores de classificação ou fazer buscas por palavra, e definir 
as classes a serem anotadas. 

11.5. Procure sempre preencher ao menos um termo em cada um dos três (3) campos (componente 
biológico, função molecular e processo biológico). Se o processo/função/componente for 
desconhecido (exemplo de todos os casos de “Expressed protein” e “Conserved expressed 
protein”), marque o termo GO apropriado segundo informação abaixo: 

A. GO:0008372 cellular component unknown 
B. GO:0005554 molecular function unknown 
C. GO:0000004 biological process unknown 

11.6. Nos casos em que não consegue se decidir sobre a classificação, mas conseguiu definir a 
identidade do gene, deixe o referido campo em branco, e explique no notepad a sua dúvida. 

11.7. Para preencher a informação de termo GO na página, sempre utilize copiar/colar. Copie o 
termo inteiro (por ex.: GO:0005634:nucleus) e cole nos campos correspondentes, deixando no 
campo “GO ID” o trecho do ID (ex.: GO:0005634 ou 5634) e no campo “TERMO” o nome exato 
do termo (ex.: nucleus). 

[início] 
III – PADRÃO DE NOMENCLATURA 
 
12. PRODUTO – nome do produto do gene 

12.1. amino transferase – quando encontrar similaridade com o gene correspondente dentro dos 
critérios discutidos anteriormente. Preferência para nome oficial, segundo UNIPROT. 

12.2. conserved expressed protein – quando é similar a outras proteínas hipotéticas (expressed 
protein, hypothetical protein, unknow protein, etc.) 

12.3. expressed protein – quando não encontra nenhuma similaridade nos bancos de dados (no hits 
found). 

12.4. Sempre começar em letra minúscula e sem ponto final. 
13. SÍMBOLO 

13.1. Em princípio, três letras minúsculas sem número seqüencial. Nos casos de nomes clássicos 
bem definidos, como atp6, atp8, cox3, utilizar o nome contendo o número. Na dúvida, utilize 
apenas as 3 letras. 

A. Ex. de símbolos: roc, cox2, fur. 
[início] 
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IV – SUGESTÃO DE DINÂMICA DE ANOTAÇÃO 
 

 Abrir a interface de anotação do cluster que irá anotar. 
 Abrir a página do blastX estático. 

 Verificar contaminação. 
 Se for um contaminante, preencher os campos devidos e finalizar. 

 Observar os nomes dos genes localizados e verificar a coerência dos dados. 
 Verificar e corrigir se necessário o campo do Organismo Homólogo. 
 Verificar o frame do gene. 

 Fazer análise de CD-Search 
 Analisar o alinhamento dos domínios encontrados e preencher o campo. 

 Na página da estrutura do Cluster (View) verificar: 
 A qualidade da montagem ou do singlet; 
 Os tipos de reads presentes no contig 

 segundo a nomenclatura – espécie, cepa, estratégia etc. 
 Abrir a página do blast SwissProt e observar os nomes dos genes localizados. 
 Baseando-se na coerência do resultado dos blasts, no resultado da presença dos domínios e do Blast 

SwissProt, tomar a decisão quanto à identificação do gene. 
 Inserir a função descrita para o produto do gene. 
 Para a definição do EC Number, utilizar os dados do swiss prot, NCBI-Gene, busca no ENZYME e o 

blast vs KEGG. 
 Preencha o campo de símbolo do gene utilizando de preferência aqueles descritos no SWISSPROT. 

Sempre que utilizar o SWISSPROT para anotar, coloque no notepad o número da entrada do 
homólogo. 

 O símbolo pode ser localizado ainda em outras bases como EC number e NCBI. 
 Quando o gene indicar função no transporte de moléculas, fazer a pesquisa na base do TC number e 

lançar no campo apropriado. 
 Verificar o Blast automático contra TCDB. Em caso de macth significativo, analisar o blast e a 

coerência com os demais dados. Completar a anotação. 
 Finalmente fazer o levantamento do GOs. Para isto considerar os GOs automáticos, aqueles presentes 

na descrição do homólogo, SWISSPROT e outras bases e preencher a classificação. 
 Sempre que necessário preencher os itens no campo de sinalização. 
 Sempre que for possível selecionar os campos específicos na categoria. 
 Finalizar a anotação. 

[início] 
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7.6. ANEXO F. Registro de patente do programa Gene Projects. 
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7.7. ANEXO G. Participações e colaborações atuais em manuscritos em diferentes fases 

de redação. 

 

7.7.1. Evaluation of the Genome Sequence of Moniliophthora perniciosa, the 

Causative Agent of Cacao´s Witche´s Broom Disease (sendo redigido) 

 

Jorge M. C. Mondego, Marcelo F. Carrazzolle, Eduardo F. Formighieri, Gustavo G. C. Lacerda, 

Ramon O. Vidal, Lucas P. Parizzi, Johana Rincones, Ricardo A. Tiburcio, Leandra M. Scarpari, 

Maricene Sabha, Carolina Cotomacci, Taís S. Herig, Dirce M. Carraro, Aristóteles Góes-Neto, 

Luciana V. Barbosa, Mariza S. Gonçalves, José P. Moura Neto, Karina Gramacho, Lyndel W. 

Meinhardt, Julio Cezar M. Cascardo, Gonçalo A. G. Pereira*. 

 

7.7.2. Differential gene expression of the biotrophic and saprotrophic mycelia of the 

Witches’ broom hemibiotrophic pathogen Moniliophthora perniciosa (sendo 

redigido) 

 

Johana Rincones, Leandra M. Scarpari, Marcelo F. Carazzolle, Robson Dias, Joan G. Barau, 

Eduardo F. Formighieri, Bruno V. Oliveira, Jorge Mondego, Julio Cascardo, Ricardo A. 

Azevedo, Lyndel W. Meinhardt, and Gonçalo A.G. Pereira. 

 

Abstract: With the object of acquiring a better understanding of the molecular mechanisms 

involved in the fungal pathogenesis during the development of Witches’ broom disease of cacao, 

we performed DNA microarrays and EST analyses of the biotrophic and saprotrophic stages of 

M. perniciosa. For the EST analysis, three unsubtracted full-length cDNAs libraries were 

constructed: glucose- and cacao-induced saprotrophic mycelia and cacao-induced biotrophic 

mycelia. 3650 accepted reads of all four libraries were clusterized producing 1427 unigenes. 534 

of these unigenes (36%) showed significant similarity (E-value ≤ 1E-05) with protein sequences 

in public databases. The DNA microarray analysis was performed for 2,304 fragments obtained 

from the genomic DNA libraries of the Witches’ Broom Genome Project, and which were 
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selected based on their sequence similarity to pathogenicity genes of other pathogens. These 

fragments were hybridized with probes prepared from total RNA of the biotrophic and 

saprotrophic mycelia of M. perniciosa, induced with cacao extracts. The induced genes in the 

saprotrophic phase mycelia were mainly involved in oxidative phosphorilation and 

production/degradation of reactive oxygen species (ROS), in addition to toxins with antifungal 

properties and enzymes involved in lignin degradation. The analysis of genes expressed during 

the biotrophic phase also included several involved in ROS production and genes showing 

significant similarity to proteins involved in the Hypersensitive Response of plants, such as 

Prohibitins and Stomatins. Additionally, numerous proteases and peptidases were found to be 

expressed in the biotrophic mycelia, probably involved in pathogen defense against the plant 

defense systems. Differential expression of selected genes was confirmed by reverse northern and 

Real Time-PCR analyses. These results contribute to the overall understanding of the molecular 

mechanisms underlying the plant-pathogen interactions governing witches’ broom disease and 

has aided in the identification of possible drug targets. This work is part of the on-going M. 

perniciosa Genome Project. 

 

7.7.3. An Alternative Oxidase is Preferentially Expressed in the Biotrophic 

Mycelium of the Hemibiotrophic Fungal Pathogen Moniliophthora perniciosa, 

causal agent of Witches’ Broom Disease of Cocoa (sendo redigido) 

 

Daniela P. T. Thomazella, Johana Rincones, Odalys García, Elzira Saviani, Ione Salgado, 

Ricardo A. Tiburcio, Eduardo F. Formighieri, Lyndel W. Meinhardt, Gonçalo A. G. Pereira. 

 

Abstract: The hemibiotrophic fungus Moniliophthora perniciosa is the causal agent of witches’ 

broom disease of cocoa. Fungicides containing Cytochrome-dependent Respiratory Chain (CRC) 

inhibitors have proved unsuccessful to control the disease. The M. perniciosa Genome Project 

has led to the identification of a putative gene homologue of an alternative oxidase protein 

(AOX) and its activity could account for the fungal resistance against these inhibitors. This work 

aimed to study the activity and transcriptional regulation of the AOX from M. perniciosa. AOX 

expression during the biotrophic and saprotrophic stages of the fungus was analyzed through 
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Reverse Transcription-PCR. Additionally, AOX activity was verified by measuring the rate of 

oxygen consumption in the presence of inhibitors of CRC and AOX (Strobilurin and SHAM, 

respectively). Although detected in both stages, AOX expression was significantly higher in the 

biotrophic phase. Moreover, Strobilurin inhibited oxygen consumption of the saprotrophic 

mycelium by 70%, indicating that CRC is the predominant respiratory pathway during this stage. 

In contrast, respiratory activity of the biotrophic mycelium was insensitive to Strobilurin and 

highly inhibited by SHAM, with AOX activity accounting for about 90% of the oxygen 

consumption. Plants are known to produce large amounts of Reactive Oxygen Species (ROS) and 

Nitric Oxide (NO) (a CRC inhibitor) in response to pathogen invasion. During Witches’ Broom 

disease, this situation would correspond to the biotrophic phase of M. perniciosa. Therefore, 

AOX, which is a NO insensitive protein that is able to stall ROS production, could contribute to 

pathogen resistance to the plant defense mechanisms 

 

7.7.4. Multidrug resistance-associated-like proteins (MRP) from ATP-binding 

cassette (ABC) transporters induced in citrus plants (submetido à “Genetics and 

Molecular Biology”) 

 

Alexandre Morais do Amaral, Juliana Cristina Baptista, Eduardo F. Formighieri, Daniel Saito, 

Edenilson Rabello, Adriane N. de Souza, Maria Estela Silva-Stenico, and Siu Mui Tsai. 

 

Abstract: The multidrug resistance-associated proteins (MRP), a subfamily of the ATP-binding 

cassettes (ABC) transporters, represent one of the most numerous transporters in all living 

organisms. However, there is no report on these transporters in citrus plants to date. On another 

hand, many of their substrates have been identified in other plants, including both organic and 

inorganic compounds and MRP proteins have been shown to play a role in plant detoxification 

processes as well as in stress response. Here, to obtain genetic information on citrus, we 

constructed a cDNA library from various citrus species and tissues and identified the genes 

expressed through the construction of expressed sequence tags (EST) libraries. We used cDNA 

sequencing and alignment-based annotation of genomic sequences to identify putative MRP 

genes. Although the search found 488 ESTs, which were assembled into 62 contiguous 
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sequences, we have identified only two proteins highly homologous to members of the MRP 

subfamily. One of these clusters was found to be expressed in various citrus species (Citrus 

aurantium, C. aurantifolia, C. reticulata, C. sinensis, C. latifolia and Poncirus trifoliata) and 

tissues (leaf, fruit, seed, bark, and root). Interestingly, the other cluster was constructed only with 

cDNA from leaves of three species (C. reticulata, C. aurantifolia, and C. latifolia), indicating a 

more restricted expression, based on organ and species. Both MRP-like clusters contained two 

copies each of the nucleotide-binding domains and one copy of transmembrane domain, which 

are located in the C-terminal. The best protein homology was found with AtMRP10 and 

AtMRP6, to which no functional role has been identified so far. The characterization of these 

clones may indicate in citrus important roles in detoxification and stress response as well as in 

growth and developmental processes. To our knowledge, this is the first report on MRP-like 

proteins in citrus species. 

 

7.7.5. Pleitropic drug resistance (PDR)-like proteins induced in citrus (submetido à 

“Genetics and Molecular Biology”) 

 

Alexandre Morais do Amaral, Daniel Saito, Eduardo F. Formighieri, Edenilson Rabello, Adriane 

N. de Souza, Maria Estela Stenico, and Siu Mui Tsai. 

 

Abstract: Pleiotropic drug resistance (PDR) proteins, a subfamily of the ATP-binding cassette 

(ABC) transporters, have been recently shown to play a role in plant defense against biotic and 

abiotic stresses. However, nothing is known about their expression in citrus. In order to 

investigate the occurrence of PDR homologues in citrus species, we have surveyed the EST 

sequences from different tissues and conditions of the citrus expressed sequence tags (CitEST) 

database, through sequence similarity search analyses and inspection for characteristic PDR 

domains. Multiple sequence alignments and prediction of transmembrane topology were 

additionally performed. The identification of seven putative proteins showing characteristic PDR 

features in tissues under stress,conditions indicate a potential correlation between PDRs and 

defense mechanisms in citrus. To our knowledge, this is first report of PDR gene expression in 

citrus. 



 

 

169

7.7.6. Structure of Genetic Diversity among Common Bean (Phaseolus vulgaris L.) 

Varieties of Mesoamerican and Andean Origins Using New Developed 

Microsatellite Markers (submetido à “Genetics Resources and Crops Evolution”) 

 

Luciana Lasry Benchimol*, Tatiana de Campos, Sérgio Augusto Morais Carbonell, Carlos 

Augusto Colombo, Alisson Fernando Chioratto, Eduardo Fernandes Formighieri, Lígia Regina 

Lima Gouvêa and Anete Pereira de Souza. 

 

Abstract: A common bean genomic library was constructed using the ‘IAC-UNA’ variety 

enriched for (CT) and (GT) for microsatellite motifs. From 1,209 sequenced clones, 714 showed 

microsatellites distributed over 471 simple and 243 compound motifs. GA/CT and GT/CA were 

the most frequent motifs found among these sequences. A total of 123 microsatellites has been 

characterized. Out of these, 87 were polymorphic (73.7%), 33 monomorphic (26.8%), and 3 

(2.4%) did not amplify at all. In a sample of 20 common bean materials selected from the 

Agronomic Institute Germplasm Bank, the number of alleles per locus varied 2 to 9, with an 

average of 2.82. The polymorphic information content (PIC) of each marker varied from 0.05 to 

0.83, with a 0.45 average value. Cluster and principal coordinate analysis of the microsatellite 

data were consistent with the original assignment of the germplasm accessions into the Andean 

and Mesoamerican gene pools of common bean. Low polymorphism levels detected could be 

associated with the domestication process. These microsatellites could be a valuable resource for 

the bean community because of their use as new markers for genetic studies. 

 

7.7.7. Characterization of twenty dinucleotide microsatellite loci for common bean 

(Phaseolus vulgaris L.) (sendo redigido) 

 

Tatiana de Campos, Luciana Lasry Benchimol, Sérgio Augusto Moraes Carbonell, Alisson 

Fernando Chioratto, Eduardo Fernandes Formighieri, and Anete Pereira de Souza. 
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Abstract: Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is an important legume food in the world. We 

identified and characterized twenty microsatellite loci in common bean. An enriched library was 

constructed and screened for two microsatellite repeat sequences (CT and GT). Microsatellite 

PCR-amplification was tested for 14 accessions of the IAC Germplasm Bank, including Andean 

and Mesoamerican gene pools.  The allele number ranged from one to three, and the 

polimorphism information content (PIC) between 0.14 and 0.65. These polymorphic loci can be 

used for genetic and QTL mapping, marker-assisted selection and germplasm characterization in 

common bean. 

 

7.7.8. Development, characterization and comparative analysis of polymorphism at 

common bean-SSR loci isolated from genic and genomic sources (submetido à 

“Genome”) 

 

Luiz R. Hanai, Tatiana de Campos , Luis E.A. Camargo, Luciana L. Benchimol, Anete P. de 

Souza, Maeli Melotto, Sérgio A.M. Carbonell, Alisson F. Chioratto, Luciano Consoli, Eduardo F. 

Formighieri, Marcos V.B.M. Siqueira, Siu M. Tsai and Maria L.C. Vieira. 

 

Abstract: Microsatellites or SSR (Single Sequence Repeats) have been used to construct and 

integrate genetic maps in crop species, including Phaseolus vulgaris. In the present study, three 

cDNA libraries generated by the Bean EST project (http://lgm.esalq.usp.br/BEST/) comprising a 

unigene collection of 3,126 sequences and a genomic microsatellite-enriched library were 

analyzed for the presence of SSR. A total of 219 EST were found to carry 240 SSR (named EST-

SSR), whereas 714 genomic sequences contained 471 SSR (named genomic-SSR). A subset of 

80 SSR, 40 EST-SSR and 40 genomic-SSR, were evaluated for molecular polymorphism in 23 

genotypes of cultivated beans from the Mesoamerican and Andean genetic pools, including 

Brazilian cultivars, and two related species. Of the common bean genotypes, 31 EST-SSR loci 

were polymorphic, yielding 2-12 alleles compared with 26 polymorphic genomic-SSR, 

accounting for 2-7 alleles. Cluster analysis from data using both genic and genomic SSR revealed 

a clear separation between Andean and Mesoamerican beans. The usefulness of these loci for 

distinguishing bean genotypes and genetic mapping is discussed. 
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7.8. ANEXO H. Cursos e palestras durante o período de trabalho no Laboratório de 

Bioinformática do LGE/IB/UNICAMP. 

(informação do menu cursos da página http://www.lge.ibi.unicamp.br/bioinfo) 

 

 
   

2006  
Como el proyecto genoma 
modifico la investigacion en 
Brasil: de Xylella fastidiosa 

a Genolyptus 

The 2nd International Seminar on 
Genomics,Proteomics,Bioinformatics and Systems 

Biology, Universidad del Cauca, Popayán (Cauca) – 
Colombia 

Eduardo F. 
Formighieri 

Genomica y Bioinformatica 
Aplicada a un Caso de 
Escoba de Bruja en el 

Cacao 
 

The 2nd International Seminar on 
Genomics,Proteomics,Bioinformatics and Systems 

Biology, Universidad del Cauca, Popayán (Cauca) – 
Colombia 

Eduardo F. 
Formighieri 

Mini Curso de anotação de 
ESTs de Crinipellis 

perniciosa 
LGE - UNICAMP Eduardo F. 

Formighieri 

Mini Curso de anotação de 
ESTs de Camarão Universidade Federal de São Carlos 

Eduardo F. 
Formighieri, 
Marcelo F. 
Carazzolle 

    

2005  

I Curso de Bioinformática Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. 
Eduardo F. 
Formighieri, 
Marcelo F. 
Carazzolle 

Palestra Bioinformática do 
Projeto Vassoura de Bruxa 

Workshop da Vassoura de Bruxa, Universidade 
Estadual de Santa Cruz, Campus Soane Nazaré de 

Andrade, UESC, Ilhéus, BA. 
Eduardo F. 
Formighieri 

Curso Ferramentas de 
Bioinformática 

XXIII Congresso Brasileiro de Microbiologia, 
Sociedade Brasileira de Microbiologia, Mendes 

Convention Center, Santos, SP. 
Eduardo F. 
Formighieri 

Palestra e treinamento 
sobre anotação de genes 

Intensivo para Anotação de Genes do Genoma Café, 
Embrapa Café, Brasília, DF. 

Eduardo F. 
Formighieri 

Palestra Projetos Genoma 
Curso Introdução a Ferramentas de Bioinformática, 
FIOCRUZ - Centro de Pesquisa René Rachou, Belo 

Horizonte, MG. 
Eduardo F. 
Formighieri 

http://www.lge.ibi.unicamp.br/bioinfo/estrutura/cursos/genoma_en_brasil_xylella_genolyptus.pdf
http://www.unicauca.edu.co/seminariobio2006/conferencias.html
http://www.lge.ibi.unicamp.br/bioinfo/estrutura/cursos/genomica_y_bioinformatica_cacao(2).pdf
http://www.unicauca.edu.co/seminariobio2006/conferencias.html
http://www.lge.ibi.unicamp.br/lavras2005/
http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe
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2004  

Bioinformática: Palestra e 
treinamento prático 

Disciplina de graduação Biodiversidade e 
conservação: um enfoque molecular, CENA/USP, 

Piracicaba, SP. 
Eduardo F. 
Formighieri 

Bioinformática: Palestra e 
treinamento prático 

Disciplina de pós-graduação Ecologia Experimental 
de Microrganismos, CENA/USP, Piracicaba, SP. 

Eduardo F. 
Formighieri 

Bioinformática e Anotação 
Disciplina de pós-graduação em genética e Biologia 

Molecular, Instituto de Biologia/UNICAMP, Campinas, 
SP. 

Eduardo F. 
Formighieri 

Bioinformática e Anotação 
do Projeto Genoma 
Vassoura de Bruxa: 

Palestras e treinamento 
prático 

Laboratório de Biologia Molecular e Propagação de 
Plantas, FESP/UEMG, Passos, MG. 

Eduardo F. 
Formighieri, 
Marcelo F. 
Carazzolle 

Aplicación de Herramientas 
Bioinformáticas para el 
Análisis Avanzado de 

Secuencias Genómicas 

CABBIO/CBAB (Centro Brasileiro Argentino de 
Biotecnologia), Instituto de Biotecnologia, Universidad 

Nacional de Colombia, Bogotá, Colômbia. 
Eduardo F. 
Formighieri 

Mini-curso da genômica à 
biotecnologia 

IV Semana de Química da UNICAMP, All 
Química/CAEQ e Sociedade Brasileira de Química, 

Campinas, SP. 
Eduardo F. 
Formighieri 

Mini-curso teórico-prático: 
Bioinformática 

V Semana da Biologia, Curso de Ciências Biológicas 
EFOA/CEUFE, Alfenas, MG. 

Eduardo F. 
Formighieri   

 

 

http://www.lge.ibi.unicamp.br/bogota2004
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