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RESUMO

O desenvolvimento do sequenciamento de nova geragdo, impulsionou expressivamente a capacidade
de geracao de dados gendmicos, aumentando assim a demanda por ferramentas automatizadas de
analises genomicas. Apds o sequenciamento e a montagem do genoma € realizada a anotagdo gendmica,
processo que permite a extracao de dados relevantes das sequéncias geradas, destacando a identificagao
dos genes codificadores de proteinas. Com o objetivo inicial de facilitar a expansdo da analise off-line
dos genes de resisténcia a metais pesados da espécie Enterobacter cloacae amazonensis foi
desenvolvido o programa Genomic Annotation Analysis Software - GANAS, que detalha visualmente
0s genes e subsistemas metabolicos anotados com a utilizagdo da plataforma RAST. Os genes anotados
foram analisados pelo software comparando os resultados em diversos organismos com conhecida
capacidade de resisténcia a metais pesados. Foi verificado que esta cepa possui mais genes de
resisténcia que os principais padrdes encontrados na literatura, assim, evidenciando a eficiéncia da
utilizacdo do GANAS.

Palavras-Chave: Bioinformatica, Genoma, Bactéria.

ABSTRACT

The development of new generation sequencing has significantly boosted the capacity to generate
genomic data, thus increasing the demand to automated genomic analysis tools. After genome
sequencing and assembly, genomic annotation is performed, a process that allows the extraction of
relevant data from generated sequences, highlighting the identification of protein coding genes. In order
to facilitate the expansion of offline analysis of genes for resistance to heavy metals of the species
Enterobacter cloacae amazonensis, the software Genomic Annotation Analysis Software - GANAS
was developed, which visually details the genes and metabolic subsystems annotated using the platform
RAST. The annotated genes were analyzed by software comparing the results in several organisms
with known resistance to heavy metals. It was found that strain has more resistance genes than the main
patterns found in the literature, thus showing the efficiency of using GANAS.

Keywords: Bioinformatics, Genome, Bacteria.

1 INTRODUCAO

O advento das tecnologias de sequenciamento de DNA em conjunto com a bioinformatica
modificou radicalmente o cendrio biologico cientifico, ajudando a caracterizar os mais diversos
organismos. Atualmente, a Biologia Molecular e a Bioinformatica possuem uma intima relacgdo,
tornando dificil o desenvolvimento de estudos sem o conhecimento em ambas as areas (Gauthier et al,
2018, Santana, et al. 2020).

Desde o inicio do século XXI, o desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento de

DNA, mais réapidas, baratas e precisas, impulsionou expressivamente o aumento da capacidade de
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geracao de dados gendmicos. Porém, mesmo o sequenciamento do genoma de organismos simples
como das bactérias, o volume de dados gerados ¢ de alguns milhdes de nucleotideos, o que dificulta ou
impossibilita seu tratamento manual, exigindo assim a utilizagdo de ferramentas automatizadas (Lopes,
2015 e Gauthier et al, 2018).

Apos a realizacao do sequenciamento, que comumente gera dados fragmentados, ¢ realizada
entdo a montagem do genoma, que por sua vez ordena esses diversos fragmentos em uma longa
sequéncia de nucleotideos. Para que seja possivel extrair informagdes biologicas relevantes desta
sequencia gerada, ¢ realizado um processo chamado de anotacdo gendmica. Este processo ira inferir
estruturas e funcdes de elementos do DNA, identificando os genes codificadores de proteinas, RNA’s
nao codificantes, regides regulatorias, sequéncias repetitivas, entre outras estruturas (del Angel et al,
2018).

Apesar da anotacdo gendmica envolver a caracteriza¢do de diversos elementos, maior atencao
¢ direcionada a identificagdo dos genes codificadores de proteinas, em funcdo principalmente das
analises mais especializadas necessarias para caracteriza-los. Segundo o National Center for
Biotechnology Information (2019), uma das ferramentas mais utilizadas no processo de anotagdo de
genomas de organismos procariotos (bactérias e arqueas) ¢ chamado de RAST (2019), Rapid
Annotation Subsystem Technology. O RAST ¢ um servidor de anotagdo online, gratuito e automatizado
para genomas completos ou incompletos, de arqueas e bactérias.

O RAST (Figura 1) foi inicialmente idealizado para o uso interno do National Microbial
Pathogen Data Resource (NMPDR), mas rapidamente tornou-se globalmente utilizado. Neste servidor
0 usudrio envia um arquivo em formato FASTA com um conjunto de contigs (longas sequéncias de
DNA determinadas através do processo de sequenciamento) do genoma alvo e recebe acesso ao genoma
anotado em um ambiente para analise € comparagdo com outras centenas de genomas preexistentes.

(Aziz et al, 2008).
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Figura 1: Plataforma RAST. (RAST, 2019)
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We thank you for your patience while we worked to resolve these issues.
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Ap6s determinar a fun¢do dos genes anotados, a plataforma RAST realiza uma reconstrugao
metabolica inicial, combinando genes do genoma adicionado pelo usudrio a papéis funcionais de
subsistemas predefinidos. Estes subsistemas estdo agrupados em categorias refletindo os diversos
moédulos da maquinaria celular. Apesar de geralmente ndo ser possivel estimar completamente os
subsistemas de todos os genes, o conteudo gendomico que ¢ conectado aos subsistemas prové uma

detalhada estrutura para andlise bioldgica, conforme evidenciado na Figura 2 (Aziz et al, 2008 e

Overbeek et al, 2013).

Figura 2: RAST: Genes conectados a subsistemas e sua distribui¢do em diferentes categorias. (RAST, 2019)
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Apesar da plataforma RAST prover ferramentas proprias para andlise e comparacgao de genomas,

comumente analises mais especificas requerem a utilizacdo de ferramentas externas que podem ser
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encontradas também disponiveis publicamente pela comunidade cientifica e divulgada em artigos da
area, ou que podem ser desenvolvidas pelo proprio pesquisador. Neste contexto destaca-se atualmente
o uso da linguagem de programagdo Python, para o desenvolvimento de software para Bioinformatica.

Por ser uma linguagem interpretativa de alto nivel, ou seja, de facil leitura e entendimento, o
Python ¢ uma linguagem poderosa e facil de aprender, que segue um design que realca a legibilidade
do codigo sobre a velocidade de execugao, combinando uma sintaxe clara e concisa com 0s recursos
poderosos de sua biblioteca padrao, por médulos e frameworks desenvolvidos por terceiros (Python
Software Foundation, 2019).

A linguagem Python permite que se criem programas de acordo com varios paradigmas de
programacao, incluindo programacao orientada a objetos, imperativa e funcional. Tornando ideal para
escrever scripts (pequenos conjuntos de cédigos em arquivos isolados) e para desenvolver rapidamente
novas aplicagdes. (Python Software Foundation, 2019)

Buscando garantir a reprodutibilidade dos processos utilizados em Bioinformatica, diversas
medidas costumam ser utilizadas como padrao para desenvolvimento de métodos in silico buscando os
principios FAIR, Findable, Accessible, Interoperable and Re-usable, ou seja, encontravel, acessivel,
interoperavel e reutilizavel (Wilkinson, 2016). Entre estas medidas, estd a utilizacdo da plataforma
Linux, garantindo mais estabilidade aos sistemas.

Além da comumente utilizacdo da plataforma Linux para softwares de bioinformatica, a
utilizagdo de métodos de conteinerizagdo, que provem uma maneira de distribuir uniformemente os
programas criados, a disponibilizacdo dos projetos de desenvolvimento em repositorios abertos online
como o github (GitHub Inc, 2019) e a utilizacdo de ferramentas validadas pela comunidade como o
RAST ou NCBI sao estratégias que devem ser consideradas, para o desenvolvimento de novos
softwares de bioinformatica (del Angel et al, 2018).

Posto isso, 0 objetivo deste estudo foi desenvolver um programa em Python para analisar de
modo off-line resultados das anotagdes gendmicas obtidas através do servidor RAST, inicialmente para
analise comparativa mais apurada das proteinas envolvidas no processo de biorremediagdo de metais

pesados da bactéria Enterobacter cloacae amazonensis (Astolfi, 2018).

2 MATERIAL E METODOS
O programa foi desenvolvido em Python, utilizando as bibliotecas esv (para ler arquivos .gff
e .tsv), re (para trabalhar com expressdes regulares) e PyQtS (para criar uma interface grafica com

janelas como um programa de computador comum, facilitando a sua utilizagdo). (Python Software
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Foundation, 2019 e The Ot Company, 2019).

Para a validagdo do GANAs, a partir de dados parciais do genoma da Enterobacter cloacae
amazonensis (Astolfi, 2018) e dos genomas de Enterobacter hormaechei strain PG20180049,
Enterobacter lignolyticus SCF1, Enterobacter kobei strain DSM 13645. Enterobacter ludwigii strain
EN-119, Pseudomonas putida KT2440, B. subtilis WB80ON, Cupriavidus metallidurans, e do genoma
de referéncia de Enterobacter cloacae ATCC 13047 (NC 014121.1), foram submetidos contigs na

plataforma RAST realizada a anotacdo dos genes encontrados, para a validacdo do GANAS.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi desenvolvido um programa capaz de carregar arquivos tanto arquivos.gff
quanto.tsv concatenando suas informagdes de modo a estender as informagdes que podem ser utilizadas
pelo usuario. Apesar do RAST prover informacao de subsistemas e categorias de cada gene
determinado, conforme a Figura 2, os dados s6 podem ser exportados separadamente, a informacao
dos genes e suas respectivas proteinas (formato.gff) e as categorias e subsistemas de cada gene
(formato.tsv). O que torna laborioso o trabalho de filtrar mais apuradamente os genes que serdo
analisados, como separar informagdes dos genes de todas as proteinas de um determinado subsistema.
Observando a tabela presente na Figura 3, verifica-se a grande quantidade de genes de resisténcia a

metais pesados encontrados na Enterobacter cloacae amazonensis.
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Figura 3: Tabela listando todos os genes de resisténcia a metais pesados. encontrados nos organismos de estudo, onde a
célula marcada em verde representa a existéncia deste gene neste organismo e as células em vermelho representam a
auséncia do gene. Os niimeros ao final da tabela representam o somatdrio de quantos dos genes listados este organismo
possui.

Enterobacter hormaechei strain PG20180049

o
]
=
[+]
&
(=]
S
8
=
o
=
o
w
2
o
S
o
=
=3
=
=
=
w

Enterobacter cloacae ATCC13047

Enterdbacter lignolyticus SCF1
Enterobacter kobei strain DSM 13645
Enterobacter ludwigii strain EN- 119
Pseudomonas putida KT2440

B. subtilis WBBOON

Gupriavidus metallidurans

Arsenate reductase (EC 1. 20. 4_ 1)

Arsenic efflux pump protein

Arsenic resistance protein ArsH

Arsenical resistance operon repressor

Blue copper oxidase CueO precursor

Cation efflux system protein CusA

Cation efflux system protein CusC precursor
Cation efflux system protein CusF precursor
Chromate resistance protein ChrB

Chromate transport protein ChrA

Cobalt- zinc- cadmium resistance protein
cobalt- zinc- cadmium resistance protein CzcA
Cobalt/ zinc/ cadmium efflux RND transporter
Copper homeostasis protein CutF precursor
Copper resistance protein B

Copper resistance protein C precursor

Copper resistance protein D

Copper- sensing response regulator CusR

- translocating P- type ATPase (EC 3. 6. 3. 4)
Cu( I) - responsive transcriptional regulator
Heavy metal sensor histidine kinase
Magnesium and cobalt efflux protein CorG
Mercuric ion reductase (EG 1. 16. 1. T), MerA
Mercuric resistance operon coregulator, MerD
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A partir da andlise da tabela € possivel verificar que esta espécie possui mais genes de resisténcia
aos mais variados tipos de metais pesados, de arsénio, cddmio e zinco, a mercurio, cobre e cobalto.
Esta identificacdo tornou-se mais facil com a utilizagdo da ferramenta desenvolvida, que também pode
ser usada para explorar os outros atributos da anotacdo gendmica, como a posi¢ao inicial e final dos
genes, e utilizar esta informagdo para obter a sequéncia de DNA, combinando com o uso de outras
ferramentas, como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), para obter ainda mais informagdes
e realizar analises mais apuradas dos genes encontrados e do potencial deste organismo.

O programa  desenvolvido  encontra-se  disponivel  publicamente no  site
https://github.com/biotecufam/genebiopy. Para executd-lo € necessario ter a plataforma Python 3.7

devidamente instalada no computador conjuntamente com o framework PyQt5.
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Figura 4: Aba de importaiéo onde o usuario deve selecionar os arquivos.gff de anotaiéo e .tsv
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Files of type: | TSW GFF File (*.tswv *=gff} - i@ cancel

Ao iniciar o programa o usuario ¢ apresentado a tela de importagdo de arquivos conforme
Figura 4, onde ¢ possivel carregar arquivos .gff ou .tsv, gerando uma estrutura de arvore similar a
encontrada no RAST (Figura 2), com cada categoria, subsistemas e fungdes, porém agora acrescida

de informacgdes do gene especifico € com uma caixa de sele¢cdo possibilitando ao usuario filtrar o que

achar necessario, conforme figura 5.
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Figura 5. Aba da &rvore de selecdo dos genes, categorias e subsistemas.
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Frame: O
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Start: 289056
Stop: 289640
Respiration (162)
Stress Response (184)
Metabolism of Aromatic Compounds (42)
Amino Acids and Derivatives (482)
Sulfur Metabolism (67)
Phosphorus Metabolism (49)
Carbohydrates (601)
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Download GFF | | Generate FASTA

Console: Show/Hide Console

[1]: Importando arquive /home/pablofgithub/genebiopy/Resources/table_category.tsw.
[2]: Foram adicionados 0 Anotacgbes.

[2]: 0 Anotagdes ja existinham e nao foram adicionadas.

[4]: 0 Anotagdes ndo reconhecidas.

[5]: Importando arquive /home/pablofgithub/genebiopy/Resources/amazonenses.gff.
[6]: Foram adicionados 4870 Anotagdes.

[7]: 190 Anotacdes ja existinham e ndo foram adicionadas.

[8]: 0 Anotagdes ndo reconhecidas.

Ap6s a selegdo € permitido ao usudrio fazer a exportacao dos genes selecionados no formato .gff,

para que estes possam ser carregados em outro programa ou utilizados para realizar alguma analise.

4 CONCLUSAO

Concluimos que a utilizacdo do software Genomic Annotation Analysis Software — GANAS,
torna menos laborioso o trabalho de filtrar mais apuradamente os genes que serdo analisados, assim
como separar informacdes dos genes de todas as proteinas de um determinado subsistema, facilitando

a andlise de dados complexos.
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