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Resumo da Dissertagdo apresentada ao MCT/LNCC como parte dos requisitos
necessarios para a obtencao de grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

IMPLEMENTACAO DE UM BANCO DE DADOS DE PROTEOMAS DE
BACTERIAS ASSOCIADAS A PLANTAS: PROBACTER

Fernanda Nascimento Almeida
26 de Margo de 2007.

Orientadora: Profa. Dra. Claudia Barros Monteiro-Vitorello.

Co-orientadora: Profa. Dra. Ana Tereza Ribeiro de Vasconcelos.

Programa: Modelagem Computacional

Esta dissertagdo resultou na implementacdo de uma abordagem computacional para a
analise comparativa entre informagdes de genomas completamente seqiienciados de
bactérias associadas a planta. O sistema desenvolvido foi denominado de Probacter e ¢
composto de um banco de dados relacional e de ferramentas computacionais para a
analise de seqiiéncias, teve por finalidade agrupar as informagdes disponiveis em varios
bancos de dados em um Unico ambiente, oferecer uma padronizagdo as informagdes
disponibilizadas e fornecer ferramentas para analises comparativas e de seqiiéncias. O
banco de dados contém informagdes provenientes de diversas fontes, incluindo as bases
GenBank, Swiss-Prot, TTEMBL, Interpro, COG ¢ GO. As proteinas foram organizadas
dentro de grupos, utilizando a metodologia de BBH (Bidirectional Best Hit) e a
anotacdo padronizada de acordo com a classificacdo funcional anteriormente descrita
para o Projeto Genoma de bactérias do género Xanthomonas. Cada entrada
disponibilizada pelo sistema numa interface amigavel corresponde a uma ficha
contendo informagdes sobre o gene e a proteina por ele codificada, incluindo a
categorizacdo funcional, a predicio de dominios, a seqiiéncia de aminodcidos da

proteina, a ligagdo com os grupos gerados pelo BBH, referéncias direta a outros bancos
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de dados, e as publicacdes cientificas. O sistema oferece uma interface de busca comum
a bancos de dados, utilizando consultas pré-definidas. Para consultas mais elaboradas,
foi desenvolvida uma interface para ser utilizada sem que o usuario tenha conhecimento
prévio de linguagens como SQL e/ou da arquitetura desta base. Ferramentas de
alinhamento multiplo ClustalW e T-Coffee e o programa BLASTP também foram
integradas a este sistema, permitindo que sejam feitas comparagdes entre seqiiéncias
internas e externas ao banco. O ProBacter integra ferramentas de visualizagdo gréfica,
que permite disponibilizar o posicionamento dos genes pertencentes a grupos no
genoma de cada organismo e que permite visualizar as liga¢des durante a formacgao dos
grupos formados pelo BBH. Por fim, um campo aberto ¢ disponibilizado para que seja
possivel a intervencdo de usudrios na anotacdo de novas informagdes em determinada
entrada, sendo as informacdes novas oferecidas gravadas diretamente no banco de

dados.
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This dissertation offers a computation approach to comparative analysis between
completely sequenced genomes of plant-associated bacteria. The created system
was denominated ProBacter and it is composed of a relational database and
computational tools for sequence analysis. The database was created from
a diverse data source, including information from GenBank, TTEMBL, Interpro, COG
and GO. The proteins were organized into clusters through the BBH
(Bidirectional Best Hits) methodology and categorized according to the
functional classification of the Xanthomonas Genome Project. Each entry
displayed by the system in a friendly user interface corresponds to an
information sheet with the gene and protein sequence, functional category, domain
prediction, and related scientific publications, in addition to the group that
it belongs, and external links. The system offers a search interface similar to
other database systems with pre-formatted queries. For advanced queries, the user
has access to an interface that can be used without previous knowledge of the
SQL language or ProBacter’s database arquiteture. The BLASTP program and two

multiple sequence alignment tools, namely ClustalW and T-Coffee, were integrated
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into the system as well, allowing internal and external sequence comparison. In
addition, the system makes available visualization tools capable of displaying
the gene position inside a genome and BHH links of clusters. Also,
the user is capable of adding new information for each gene in the system.
ProBacter’s goal is to collect information available from a large source of
databases into one computational environment, organize this information

and offer comparative tools for sequence analysis.
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1. INTRODUCAO

O grande volume de dados gerados da andlise de seqiiéncia de genomas levou a
novas aplicagdes para a informdtica no contexto da biologia. Hoje, de acordo com o
banco de dados GOLD' (Genomes Online Database) existem 506 projetos com
genomas totalmente seqlienciados, e um total de 2.412 projetos de seqiienciamento
estdo em andamento (estatistica de fevereiro de 2007). Entre os organismos com
genomas completamente seqiienciados estdo as bactérias associadas as plantas”. Estas
bactérias vivem durante parte ou todo seu ciclo de vida, em contato com diferentes
partes das plantas, podendo ser restrita aos vasos xilematicos, viver entre e/ou dentro
das células de diversos tecidos ou ainda na parte aérea ou na raiz. Algumas destas
bactérias sdo patogénicas, sendo responsaveis por causar doengas que ocasionam perdas
economicamente relevantes para a agricultura, tais como: o cancro que manifesta-se
através de lesdes em folhas, frutos e ramos; a murcha, principal doenca vascular de
plantas, fazendo com que a planta murche e seque completamente, em estagios
avancados da doenga; ou o raquitismo, que na cana-de-aglicar causa atrofia dos colmos
e internodios curtos , reduzindo a produtividade agricola; outras estabelecem uma
relacdo de simbiose, como € o caso das bactérias fixadoras de nitrogénio.

Organismos de espécies relacionadas sdo muitas vezes escolhidos para projetos
de seqiienciamento, porque a comparacao entre as seqiiéncias tem o potencial de revelar
o conteudo diferencial de cada genoma. E neste contetido especifico que podem estar
presentes os genes associados a patogenicidade da bactéria, aqueles que estdo

potencialmente envolvidos na interagdo com o0s seus hospedeiros ¢ também, aqueles

Disponivel em http://www.genomesonline.org (Ultimo acesso em 11/02/2007).
Bactérias associadas a plantas, sdo definidas neste trabalho, como aquelas que vivem em contato com
plantas.



necessarios a sobrevivéncia no ambiente em que vivem. Nas analises comparativas,
ferramentas computacionais sdo fundamentais para promover o processamento € o
cruzamento das informagdes biologicas geradas em projetos independentes. Por
exemplo, a criagdo de bases de dados permite o armazenamento, a administracao, a
extragdo e a difusdo generalizada e sistematica da informagdo bioldgica,
disponibilizando, ferramentas computacionais desenvolvidas para atualizar, pesquisar ¢
recolher dados armazenados no sistema’. Assim, maximizando a quantidade de
informagdes bioldgicas extraidas a partir das seqiiéncias de DNA facilitando a
comparagdo dos dados. Durante o processo de anotagcdo (etapa onde as informagdes
bioldgicas sdo associadas as seqiiéncias de aminoacidos), cada projeto define a melhor
maneira de classificar os genes preditos em categorias funcionais. De modo geral, os
campos de anotacdo ndo sdo padronizados, dificultando a comparagdo direta entre os
dados gerados de forma independente. A analise comparativa pode ser facilitada quando
as informagdes estdo organizadas em um Unico ambiente, possibilitando o acesso livre e
facil a informacdo (através da Internet) e disponibilizando um método para extrair a
informagao necessaria.

O objetivo deste trabalho foi implementar uma base de dados para armazenar as
seqiiéncias e as informagdes biologicas (vias metabolicas, dados sobre a anotagdo dos
genes, dentre outros), extraindo-as a partir de projetos genoma e bancos de dados
publicos. A intengdo ¢ auxiliar na administra¢ao e organizagdo destes dados, permitindo
o estabelecimento de relagdes entre parametros que foram definidos independentemente
para a classificagdo funcional dos genes, a entrada de algoritmos de andlise e que

evitasse a redundancia dos dados armazenados. A base de dados criada como resultado

> Definimos aqui como sistema os bancos de dados que integraram ferramentas externas, como as de

alinhamento de seqiiéncias e de visualizagao, e as disponibilizam publicamente.



deste trabalho denominada de ProBacter (Proteomas’ de Bactérias Associadas a Plantas)
foi especificamente desenvolvida para conter os dados da analise de genomas
completamente seqlienciados de bactérias associadas a plantas. As proteinas preditas
foram organizadas dentro de grupos de genes, utilizando a metodologia de BBH
(Bidirectional Best Hit) (OVERBEEK et al., 1999) e a anotagao padronizada de acordo
com a classificacdo funcional descrita para o Projeto Genoma de bactérias do género
Xanthomonas (DA SILVA et al, 2002). O sistema ProBacter foi criado usando
MySQL, um SGBD (Sistema Gerenciador de Banco de Dados) que utiliza a linguagem
SQL (Structured Query Language), como interface. O banco de dados foi criado para
auxiliar nas analises comparativas de genomas de bactérias associadas as plantas, na
tentativa de organizar e permitir o acesso eficiente e rapido a estas informagdes via Web
para auxiliar pesquisadores interessados nas relacdes planta-bactéria no

desenvolvimento de hipoteses para o estudo sobre a biologia desses organismos.

4 O termo Proteoma foi usado para indicar que o genoma teve sua seqii€éncia completamente
seqiienciada e seus genes anotados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisao contém dois focos principais, sendo o primeiro o de apresentar as
bactérias que vivem associadas a plantas e as informagdes que foram geradas nos
projetos de seqiienciamento de genomas completo; e o segundo referente aos bancos de
dados bioldgicos disponiveis até o momento, considerando o tipo de informagao

armazenada, a abrangéncia e os objetivos de cada um.

2.1. Genomica de Bactérias Associadas a Plantas

As bactérias que vivem em contato com as plantas podem ser encontradas (i) no
exterior (PRUST et al., 2005), na parte aérea ou na raiz (epifiticas), (if) infectando os
tecidos internos em interagdes que provocam doencgas nos hospedeiros (patégenos)
(GOODNER et al., 2001; WOOD et al., 2001; SALANOUBAT et al., 2002; BELL et
al., 2004; JOARDAR et al., 2005; FEIL et al., 2005; BUELL ef al., 2003; DA SILVA
et al., 2002; QIAN et al., 2005; THIEME et al., 2005; LEE et al., 2005; OCHIAI et al.,
2005; SIMPSON et al., 2000; VAN SLUYS et al., 2003; MONTEIRO-VITORELLO et
al., 2004), (iii) habitando o interior de tecidos vegetais, sem causar danos aparentes,
sendo que em muitos casos desempenham func¢des importantes no processo de
adaptacdo das plantas. Tais organismos podem promover o crescimento vegetal,
conferir ao seu hospedeiro resisténcia a estresse e as alteragdes fisiologicas, ou proteger
contra herbivora e organismos patogénicos (NETO et al., 2004). Estao presentes em
todas as espécies vegetais, permanecendo em estado de laténcia ou colonizando
ativamente os tecidos de forma local ou sistémica (endofiticas) (NIERMAN et al.,

2001; BLATTNER et al., 1997; PAULSEN ef al., 2005; NELSON et al., 2002; IKEDA



et al., 2003; BENTLEY et al., 2002), e (iv) ainda interagindo com o hospedeiro numa
relagdo em que bactéria e planta podem se beneficiar mutuamente (simbiontes)
(KANEKO et al., 2000; GALIBERT et al., 2001). Toda essa diversidade esta presente
também na composi¢do de genes do genoma dessas bactérias (BINNEWIES et al.,
2006). Por exemplo, bactérias de vida livre apresentam muitas vezes um genoma maior
com um maior numero de genes (VAN SLUYS et al., 2002). De maneira geral, dispdem
uma quantidade maior de genes que codificam proteinas transportadoras e reguladores
da transcri¢ao (SETUBAL, MOREIRA & DA SILVA, 2005). Uma excegdo interessante
¢ a bactéria heterotroéfica marinha, Pelagibacter ubique, também de vida-livre e que
possui um genoma bastante reduzindo (1,308,759 pares de bases) (GIOVANNONI et
al., 2005). Genomas reduzidos estdo presentes na maioria dos casos em bactérias que
sdo parasitas intracelulares obrigatdrios como descrito para o cromossomo da espécie
Mycoplasma genitalium (FRASER et al., 1995), o menor genoma de bactéria
seqiienciado até o momento.

Nos ultimos anos, o seqiienciamento do genoma de bactérias que ocupam os
mais diversos nichos teve como um dos objetivos comparar o conteudo de genes entre
eles e definir aqueles que sdo especificos a um determinado grupo de organismos.
Assim, possibilitando a criagdo de hipoteses sobre os genes essenciais a sobrevivéncia
em determinada condi¢do, que pode ser, por exemplo, ambiental, de patogenicidade,
simbiose, ou outra condi¢cdo qualquer de interesse.

Fleischmann e colaboradores (1995) foram responsaveis pelo primeiro
seqiienciamento completo do genoma de um organismo procarioto, a bactéria
Haemophilus influenzae, causadora de doencas em humanos. Desde entdo, o niimero
total de genomas completamente seqilienciados cresceu rapidamente (Figura 1). Esse

avanco foi possivel em grande parte devido a automacdo dos métodos de



seqlienciamento e a estratégia conhecida como Shotgun que se baseia em fragmentar o
genoma em pedagos pequenos possibilitando o seqiienciamento (FLEISCHMANN et

al., 1995), que permitiu uma redu¢ao no tempo e nos custos do seqiienciamento de

genomas.
.
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Figura 1. Numero de genomas publicados na década passada (1995 — 2005) e numero total
de pares de bases (BINNEWIES et al., 2006).

Entre os organismos que tiveram seu genoma completamente sequenciado, a
primeira bactéria com importancia econdmica para a agricultura a ter a sua seqiiéncia de
DNA determinada foi o agente causador da clorose variegada dos citrus (CVC)
vulgarmente conhecida como praga do amarelinho, Xylella fastidiosa (SIMPSON et al.,
2000). Hoje, existem 18 bactérias associadas as plantas com genomas completamente
seqiienciados (Tabela 1) e a Tabela 2 resume as principais caracteristicas estruturais

desses genomas.



Tabela 1. Listas dos organismos utilizados como grupo de estudo deste trabalho.

Organismo Grupo taxonémico Coloracio Doenca ou Aplicacdes Hospedeiro Principal Referéncia
Gram
Agrobacterium tumefaciens C58 (Cereon e Wash) Alpha-proteobacteria - Galha-da-coroa Plantas dicotiledoneas em GOODNER et al., 2001 e
geral. WOOD et al., 2001
Mesorhizobium loti MAFF303099 Alpha-proteobacteria - Fixadora de nitrogénio Plantas leguminosas KANEKO et al., 2000
Sinorhizobium meliloti 1021 Alpha-proteobacteria - Fixadora de nitrogénio Plantas leguminosas GALIBERT et al., 2001
Ralstonia solanacearum GMI1000 Beta-proteobacteria - Murcha Bacteriana Batateiros SALANOUBAT et al,
2002
Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI11043 Gamma-proteobacteria - Talo oco dos batateiros Batateiros BELL et al., 2004
Pseudomonas syringae phaseolicola 1448* Gamma-proteobacteria - Podridao dos feijoeiros Feijoeiro JOARDAR et al., 2005
Pseudomonas syringae pv. B728a Gamma-proteobacteria - Queima bacteriana do feijio  Feijoeiro FEIL et al., 2005
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 Gamma-proteobacteria - Mancha bacteriana pequena  Tomateiros/Arabidopsis BUELL et al., 2003
Xanthomonas axonopodis pv. citri str 306 Gamma-proteobacteria - Cancrose A Plantas de citros DA SILVA et al., 2002
Xanthomonas campestris pv. campestris str. 8004 Gamma-proteobacteria - Podriddo negra das Arabidopsis e Brassica QIAN et al.., 2005
cruciferas

Xanthomonas campestris pv. campestris str. Gamma-proteobacteria - Podridao negra das Arabidopsis ¢ Brassica DA SILVA et al., 2002
ATCC33913 cruciferas
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10 Gamma-proteobacteria - Mancha bacteriana Pimenteiro e tomateiro THIEME et al., 2005
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331 Gamma-proteobacteria - Estria bacteriana do arroz Plantas de arroz LEE et al., 2005
Xanthomonas oryzae pv. oryzae MAFF 311018 Gamma-proteobacteria - Estria bacteriana do arroz 1~ Plantas de arroz OCHIAI et al., 2005
Xylella fastidiosa 9a5C Gamma-proteobacteria - Clorose variegada dos citros Plantas de citros SIMPSON et al., 2000
Xylella fastidiosa Temeculal Gamma-proteobacteria - Doenga de Pierce Videiras VAN SLUYS et al., 2003
Leifsonia xyli subsp. xyli str. CTCBO07 Actinobacteria + Raquitismo da soqueira Cana-de-agticar MONTEIRO-VITORELLO

et al., 2004




Tabela 2. Caracteristicas gerais dos genomas listados na Tabela 1.

Composicio do Genoma

Tamanho Conteudo Seqiiéncias tRNA  Plasmideos
(Mpb) de CG (%) codificadoras
. com fun¢do  hipotéticos operon de
Organismos putativa rRNA
A. tumefaciens C58 (Cereon e Wash) 5,7 58 5.419 1944 708 4 53 2
M. loti 2,7 52 6.752 3.799 1.759 2 50 2
S. meliloti 6,7 62 5.748 4.155 548 3 54 2
R. solanacearum 5.8 66 5.129 2.261 848 4 58 1
E. carotovora subsp. atroseptica 5,0 50 4.491 3.217 1.255 7 76 -
P. syringae phaseolicola 1448A 5,9 57 5.170 3.948 1.192 5 64 2
P. syringae pv. B728a 6,1 59 5.136 3.840 1.297 5 64 -
P. syringae pv. tomato DC3000 6,5 58 5.615 3.402 610 5 63 2
X. axonopodis pv. citri str 306 5,3 65 4.428 2.770 1.658 2 54 2
X. campestris 8004 5,2 65 4.273 2.671 1.602 2 53 -
X. campestris ATCC33913 5,1 65 4.182 2.708 1.474 2 53 -
X. campestris pv. vesicatoria str. 85-10 5,0 64 4.637 3.340 1.297 2 56 4
X. oryzae KACC10331 5,0 64 4.637 3.340 1.297 2 54 -
X. oryzae MAFF 311018 4,8 63 4.372 2.776 1.596 2 53 -
X. fastidiosa 9a5C 2,8 53 2.848 1314 1.534 2 49 2
X. fastidiosa Temeculal 2,5 52 2.066 1.362 704 2 49 1
L. xyli pv. Xyli 2,5 68 2.044 307 321 1 45 -




A arvore filogenética (figura 2) foi gerada com base na regidao 16S rRNA do
gene ribossomal dos organismos utilizados no banco de dados, juntamente com o
genoma completo de espécies consideradas modelo em estudos biologicos e que
representam cada um dos grandes grupos taxondmicos foram adicionados ao trabalho
(Tabela 3). Entre elas estdo Escherichia coli (BLATTNER et al., 1997) para bactérias
Gram-negativas a Mycobacterium tuberculosis (COLE et al., 1998) para Gram-
positivas.

A maioria das bactérias pertence ao grupo taxondomico Proteobacteria, sendo a
classe Gamma a mais representada (12 dessas bactérias). Proteobacteria compreende um
grupo de bactérias Gram-negativas que possuem grande diversidade de estilo de vida,
ecologia e metabolismo (STUDHOLMES et al, 2004). O grupo taxondmico
Actinobactéria que engloba bactérias Gram-positivas € o menos representativo,
entretanto, compreende a bactéria fastidiosa, Leifsonia xyli (MONTEIRO-VITORELLO
et al., 2004). Este organismo ¢ o Unico que esta no banco de dados, até o momento, que
representa as Gram-positivas causadoras de doengas em plantas e que teve seu genoma

completamente seqiienciado.
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Figura 2. Arvore filogenética das regides SSU rRNA (16S) do gene ribossomal dos organismos que estdo hoje incluidos no sistema ProBacter. A
mesma foi construida usando o programa PAUP e consenso neighbor-joining, as bactérias: Bacteroides barnesiae, Conexibacter woesei,
Acidimicrobium ferrooxidans, Bifidobacterium aerophilum, Bifidobacterium aerophilum, Arcanobacterium bernardiae, Kopriimonas byunsanensis,
Kopriimonas byunsanensis, Moritella sp. foram utilizadas para calibrar a arvore filogenética.
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Tabela 3. Listas dos organismos utilizados como referéncia em analises comparativas.

Organismo Grupo taxondémico  Linhagem Doenca ou Aplicacoes Hospedeiro Principal Referéncias
Gram

Caulobacter crescentus CB15 Alpha-proteobacteria - Vida-livre - NIERMAN et al., 2001
Escherichia coli K12 Gamma-proteobacteria - Vida-livre - BLATTNER et al., 1997
Gluconobacter oxydans 621H Alpha-proteobacteria - Epifitica - PRUST et al., 2005
Mycobacterium tuberculosis H37Rv Actinobacteria + Tuberculose Humanos COLE et al., 1998
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Gamma-proteobacteria - Infecg@o oportunista Humanos STOVER et al., 2000
Pseudomonas entomophila 148 Gamma-proteobacteria - Morte de Insetos Insetos VODOVAR et al., 2006

Pseudomonas fluorescens Pf 5 Gamma-proteobacteria - Vida-livre - PAULSEN et al., 2005
Pseudomonas fluorescens PO 1 Gamma-proteobacteria - Vida-livre - Nao publicada
Pseudomonas putida KT2440 Gamma-proteobacteria - Vida-livre - NELSON et al., 2002
Ralstonia eutropha JIMP134 Beta-proteobacteria - Vida-livre - Nao publicada
Ralstonia metallidurans CH34 Beta-proteobacteria - Vida-livre - Nao publicada
Streptomyces avermitilis MA-4680 Actinobacteria - Vida-livre - IKEDA et al., 2003
Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria - Vida-livre - BENTLEY et al., 2002




2.2. Bancos de dados

Como discutido no item anterior, as informagdes obtidas a partir das seqiiéncias
completas dos genomas tém ajudado a entender e desenvolver hipdteses a respeito dos
mecanismos de patogenicidade e sobre a biologia das bactérias que vivem associadas as
plantas. O volume crescente de informagdes disponiveis extraidas de genomas
completamente seqiienciados levou ao desenvolvimento de novos algoritmos, bancos de
dados e softwares sofisticados que auxiliam nas andlises e comparagdes entre as
seqiiéncias disponiveis e o cruzamento entre as informagdes biologicas inferidas a partir
dessas seqiiéncias. Entretanto, vale ressaltar que ndo ¢ uma tarefa facil criar e manter
um banco de dados, pois existem dificuldades para o desenvolvimento de plataformas
que consigam representar fielmente ou aproximadamente as relagdes que podem ser
feitas entre os componentes de um ou de varios sistemas biologicos. Outra dificuldade
encontrada pelos desenvolvedores de bancos de dados sdo os tipos de consultas que
podem ser feitas, pois estas devem ter como requisito basico proporcionar ao usudrio,
uma interface de facil entendimento, a execucdo de consultas complexas e mais
elaboradas, assim como apresentar os resultados de uma maneira organizada.

Atualmente, existem 968 bancos de dados na 4area de biologia molecular,
segundo informagdes publicadas na revista Nucleics Acids Research (NAR)’
(GALPERIN, 2007), alguns deles podem ser vistos na Tabela 4. Esta grande
diversidade de sistemas de informacdo (ou sistemas)’ que integram tanto dados de
seqiiéncias gendmicas como dados de seqiiéncias de proteinas, receberam uma

classificagdo didatica pela NAR sendo que estes sdo subdivididos em categorias de

5 A revista NAR (disponivel em http://nar.oxfordjournals.org/) faz um apanhado dos bancos de dados de
biologia molecular existentes, e publica anualmente uma colegao deles.

6 Sistemas de informagdo ou sistemas mencionados neste trabalho sdo os bancos de dados que integram as
seqiiéncias dos genomas que desejam estudar e ferramentas computacionais para auxiliar nas analises.
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acordo com a finalidade a que pertencem, como: (i) aqueles que armazenam todas as
seqliéncias; (if) seqiiéncias gendmicas; (iii) estrutura e seqiiéncia de proteinas; (iv)
aqueles dedicados a vias metabdlicas; e (v) aqueles com finalidade especifica.

Entre os bancos de dados mais importantes que se encaixam na primeira
classificagdo citada e dos primeiros a serem estabelecidos estdo os que armazenam as
informagdes de seqliéncia de DNA e proteinas, independentes do organismo, tamanho
da seqiiéncia ou funcdo. Sdo as bases de dados: GenBank’ (BILOFSKY et al., 1986;
BENSON et al., 2007); EMBL (European Molecular Biology Laboratory), também
conhecido como EMBL-Bank (STOESSER et al., 1998; KULIKOVA et al., 2007); e
DDBJ (DNA Data Bank of Japan) (SUGAWARA et al., 1999, 2007).

Pertencentes a classe de seqiiéncias gendmicas, estdo também os sistemas de
informagdo que procuram integrar as informagdes entre os genomas de bactérias
completamente seqiienciados, como o sistema CMR (Comprehensive Microbial
Resource) (PETERSON et al., 2001) do consorcio TIGR® (The Institute for Genomic
Research). O Ominione ¢ banco de dados associado ao sistema CMR que divide as
informagdes em niveis (nivel gendmico, nivel do gene) contendo dados sobre conteudo
de CG do DNA até propriedades quimicas das proteinas, tais como, peso molecular ou
hidrofobicidades, categoria funcional (retirada do sistema COGQG), fungdo exercida pelo
gene, grupo taxondmico ao qual o organismo pertence e ligacdes com outros bancos de
dados publicos (PETERSON et al., 2001). A comparagdo dos genomas no CMR pode
ser feita através de buscas pré-definidas ao banco de dados. Objetivos semelhantes tém
o banco de dados IMG (The Integrated Microbial Genomes System) (MARKOWITZ et
al., 2006). Este banco de dados integra e administra informagdes de genomas

microbianos e alguns genomas selecionados de eucariotos provenientes de diversas

7 Banco de dados de seqiiéncia vinculado ao NCBI (National Center for Biotechnology Information) e
este se encontra em www.ncbi.nlm.nih.gov/.
8 TIGR disponivel em www.tigr.org/ € um centro dedicado a armazenar genomas.
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fontes. Desta forma, o mesmo incorpora informagdes de seqiiéncias, modelos de genes
preditos computacionalmente e manualmente curados, relagdes de similaridade pré-
computadas entre as seqii€ncias, anotacao funcional e dados de vias metabodlicas. Neste
caso a busca aos dados pode ser realizada em trés niveis: genoma (organismo), fungdes
(termos e vias) e gene. Uma analise comparativa dos genomas ¢ fornecida pelo sistema
IMG através de um conjunto de ferramentas que permitem que os genomas sejam
comparados, disponibilizando os dados estatisticos de genes organismo-especifico e
seqiiéncias conservadas (MARKOWITZ et al., 2006). Ainda dentro deste contexto, o
banco de dados MBGD (Microbial Genome Database for Comparative Analysis)
(UCHIYAMA, 2003) tem como objetivo a andlise comparativa de genomas completos
de microrganismos baseados na classificagdo de genes ortologos geradas por um
algoritmo de classificagcdo hierarquico desenvolvido especificamente para este sistema
(UCHIYAMA, 2007). O sistema permite que o usudrio gere sua propria tabela de
classificagdo usando o algoritmo hierarquico, bastando especificar um grupo de
organismos ¢ alguns parametros para que a tabela, que é armazenada temporariamente
no banco de dados, possa ser explorada em detalhes. Diferente do IMG e outros bancos
de dados de grupos de ortdlogos construidos por processos automatizados, o MBGD
permite que o usuario classifique os genes dinamicamente. (UCHIY AMA, 2007).

O banco de dados COG (Cluster of Orthologous Groups) (TATUSOV et al.,
1997, 2003) compreende grupo de proteinas preditas codificadas por genomas
procaridticos e atualmente eucaridticos, cujos genomas foram completamente
seqiienciados. Este sistema fornece uma classificagdo filogenética destas proteinas,
caracterizando uma importante fonte de informa¢ao em gendmica funcional e evolutiva.
Permite que o usudrio tenha acesso aos dados pré-computados por meio de varias

paginas que sdo navegaveis, como por exemplo, padrdes filogenéticos, classificagdes
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funcionais, e uma lista contendo os grupos de genes ortdlogos por categoria funcional
ou por via metabolica e co-ocorréncia em COGs. Os genes no banco de dados COG sao
agrupados de acordo com o critério de similaridade definido pelo algoritmo
desenvolvido para o sistema, 0 COGNITOR (TATUSOV et al., 1997). Na mesma linha
de estudo, a base de dados HOBACGEN (Homologous Bacterial Genes), foi
desenvolvida para comparar os genes em genomas de microrganismos. Este sistema
contém todas as seqii€ncias de proteinas preditas disponiveis de bactérias, provenientes
de outros bancos de dados, e estas sdo classificadas dentro de familias de genes
homoélogos determinadas pela sua similaridade (PERRIERE et al., 2006). Entretanto, os
dois sistemas de informacgdo citados possuem limitagdes quanto aos tipos de busca
disponiveis, fazendo com que o usuario tenha que percorrer por grande parte do banco
de dados para obter sua informagdo, além de ndo ser possivel fazer consultas mais
complexas a base de dados.

Outros sistemas de informagao que integram diferentes bancos de dados e que
também reunem informacdes a respeito das interagdes moleculares em processos
bioldgicos, dados sobre as caracteristicas do gene e proteinas e dados sobre a vasta
gama de componentes quimicos e reagdes. Exemplos desse tipo de banco de dados sdo o
MetaCyc: A multiorganism database of metabolic pathways and enzymes (CASPI et al.,
2006) e o KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KANEHISA & GOTO
2000); os quais reunem informacdes de genes, genomas e vias metabolicas de diversos
organismos. Outros bancos de dados com informagdes vindas de diferentes genomas
sdo: MicrobesOnline (ALM et al., 2005), Entrez Genome (WHEELER et al., 2006),
PUMA2 (MALTSEV et al., 2006), BacMap (STOTHARD et al., 2005), dentre outros.
O que pode ser visto nestes bancos de dados, assim como descrito para o COG, existem

limitacdes quanto a complexidade de consultas.
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Existem bancos dedicados a armazenar, administrar e disponibilizar informagdes
de seqiiéncia e fung¢do das proteinas. Com o numero crescente de genomas
completamente seqiienciados e de projetos que analisam o transcriptoma de uma grande
variedade de organismos, a atengdo esta hoje voltada para a identificacao e funcao das
proteinas codificadas por esses genomas. Recentemente, o UniProt (Universal Protein
Resource) que engloba um catdlogo contendo informagdes de proteinas (APWEILER et
al., 2004 e THE UNIPROT CONSORTIUM, 2007) foi criado e ¢ hoje um repositorio
central de informagdes de proteinas, unificando os dados contidos no SWISS-PROT
(Swiss-Prot  Knowledege Database) (BOECKMANN et al, 2003), TrEMBL
(Translated EMBL) (BOECKMANN et al, 2003), e PIR (Protein Information
Reseource) (WU et al., 2003).

O SWISS-PROT ¢ um banco de dados que concentra as informagdes biologicas
disponiveis a seqii€éncia de proteina através de programas de anotacdo automatica e
predi¢do de estrutura e dominios, ¢ também através de uma detalhada anotagdo manual,
dirigida por especialistas em cada um dos projetos: HPI (Human Proteomics Initiative),
IPI (The Internation Protein Index), HAMAP (High-quality Automated and Manual
Annotation of Microbial Proteomes), PPAP (Plant Proteome Annotation Project) e
NEWT (The New Taxonomy Database).

O projeto HAMAP foi criado ha cinco anos devido ao grande nimero de
genomas de bactérias completamente seqiienciados que estdo disponiveis em bancos de
dados publicos (GATTIKER et al., 2003). A cada novo genoma completo, todas as
proteinas preditas traduzidas a partir da seqiiéncia de nucleotideos sdo incorporadas ao
banco TrEMBL. O banco de dados TrEMBL concentra mais do que 500.000 proteinas
oriundas desses genomas, que precisam ser anotadas manualmente. O HAMAP ¢ um

sistema que anota uma porcentagem de cada proteoma de bactéria automaticamente; o
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sistema esta direcionado para a anotacdo de proteinas que pertencem a familias ou
subfamilias bem definidas. O principal objetivo ¢ produzir entradas de alta qualidade de
acordo com os padrdes da anotagdo manual UniProt/SWISS-PROT. Para alcancar esse
objetivo, sdo criadas manualmente regras de familias, que permitem definir o nivel e a
extensdo da anotacdo que ¢ propagada para cada membro da familia por similaridade.
Toda a informag¢do ¢ manualmente adicionada depois de uma revisdo detalhada da
literatura disponivel (GATTIKER et al., 2003).

Considerando ainda a anotagdo de proteinas preditas, o InterPro (MULDER et
al., 2007) é um banco de dados que acumula informagdes sobre dominios, motivos e
regides conservadas nas proteinas e familias de proteinas disponibilizadas por outros
bancos de dados que incluem: PROSITE (HULO et al., 2004), PRINTS (ATTWOOD et
al., 1999), ProDom (CORPET et al., 2000), Pfam (BATEMAN et al., 2004), SMART
(SCHULTZ et al., 2000; LETUNIC et al., 2006), TIGRFAMs (SELENGUT et al.,
2007), PIRSF (WU et al., 2004), UPERFAMILY (WILSON et al., 2007) e PANTHER
(MI et al., 2007). Todas as bases de dados citadas organizam seus dados por meio de
algoritmos préprios.

Outro banco de dados que integra informagdes sobre proteinas, especificamente
informagdes de estruturas tridimensionais ¢ o PDB (Protein Data Bank), que contém
uma colecdo de estruturas de proteinas comprovadas experimentalmente de diferentes
organismos, bem como as informagdes gerais e especificas ¢ os métodos usados para a
determinagdo das mesmas (BERMAN et al., 2000).

Existem também bancos de dados que integram informagdes provenientes de
outros sistemas de informagao, proporcionando uma visdo mais analitica a respeito do
tema a que se referem, como por exemplo, o banco PseudoCAP (Pseudomonas

aeruginosa Genome Database [WINSOR et al., 2005]) usado pelo Projeto Genoma da
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Pseudomonas aeruginosa, para submissao de dados de anotagdo, acesso e consulta por
informacdes referentes a esta bactéria, possuindo ligacdes com bancos de dados
correlacionados. Semelhante a esse, ¢ o banco de dados LEGER desenvolvido para
analises funcionais dos genomas provenientes do projeto de seqiienciamento de
diferentes linhagens de Listeria, com o objetivo de melhorar as anotagdes originais
(DIETERICH et al., 2006).

Com o objetivo de analisar comparativamente seqiiéncias de genomas de
bactérias associadas a plantas estd o sistema PABdb (VAN SLUYS et al., 2002;
DIAGIAMPETRI, MEDEIROS & SETUBAL, 2003). Desenvolver bancos de dados
com um proposito especifico ¢ uma pratica cada vez mais comum hoje em dia, ja que
varias espécies de um determinado género ou o genoma de diversas linhagens da mesma
espécie tem sido seqiienciado. Neste sentido, o PABdb (Plant Associated Bacteria
database) foi construido para promover a analise comparativa de oito genomas de
bactérias associadas as plantas. Este banco de dados usou como base para a comparagao
entre os genomas a formagdo de agrupamentos de genes em familias utilizando o
programa BLASTP (protein — protein Basic Local Alignment Search Tool
[ALTSCHUL et al., 1990] ). As andlises comparativas obtidas com a utilizacdo deste
banco de dados foram descrita por Van Sluys e colaboradores (2002). No entanto, ndo ¢é
um banco de dados disponivel para o acesso publico.

Foram descritos aqui sistemas de informacdo que possuem relevancia para o
presente estudo e dados adicionais dos mesmos podem ser obtidos na Tabela 3. O banco
de dados criado como resultado deste projeto se encaixa na categoria por ultimo
descrita, banco de dados com objetivos especificos a determinado grupo de organismos,
como os sistemas PseudoCAP, o LEGER e o PABdb. No entanto, o sistema

desenvolvido além de auxiliar nas andlises comparativas, integrar ferramentas
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computacionais ¢ informagdes de outros bancos de dados, tenta disponibilizar ao
usudrio métodos de consulta mais robustos e que permitam buscas mais complexas e

elaborada obtendo os resultados de forma rapida e organizada.

Tabela 4. Lista de bancos de dados citados nesta revisdo e disponiveis para analise
comparativa de genomas microbianos.

Nome do banco Nome completo ou Referéncias URL
de dados descriciio
Bancos de dados que armazenam todas as seqiiéncias
GenBank Banco de dados de BENSON et al, www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
seqiiéncias genomicas 2007
EMBL European Molecular KULIKOVA et al., www.ebi.ac.uk/embl/
Biology Laboratory 2007
DDBJ DNA Data Bank of SUGAWARA et www.ddbj.nig.ac.jp/
Japan al., 2007
Bancos de dados dedicados a seqiiéncias gendomicas
CMR Comprehensive PETERSON et al., http://cmr.tigr.org/tigr-
Microbial Resource 2001 scripts/ CMR/CmrHomePage.cgi
IMG The Integrated MARKOWITZ et http://img.jgi.doe.gov/cgi-
Microbial Genomes al., 2006 bin/pub/main.cgi
System
MBGD Microbial Genome UCHIYAMA, http://mbgd.genome.ad.jp/
Database for 2003, 2007
Comparative Analysis)
COG Cluster of Orthologous TATUSOV et al., www.ncbi.nlm.nih.gov/COG
Groups 1997, 2003
Bancos de dados dedicados a vias metabdélicas
HOBACGEN Homologous Bacterial PERRIERE et al., http:/pbil.univ-
Genes 2006 lyon1.fr/databases/hobacgen.html
KEGG Kyoto Encyclopedia of KANEHISA & www.genome.jp/kegg/
Genes and Genomes GOTO 2000
MetaCyc Banco de dados de vias CASPl et al, 2006 http://metacyc.org/
metabolicas e enzimas
MicrobesOnline Ferramenta para ALM et al., 2005 http://www.microbesonline.org/
comparar genomas
procariotos
Entrez Genome Banco de dados que WHEELER et al., http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
fornece informagdes 2006 entrez/query.fcgi?db=Genome

archeas, bactérias, virus,
eucariotos, viroids e

plasmideos
PUMA2 Analise  evolucionaria MALTSEV et al., http://compbio.mcs.anl.gov/puma2/
do Metabolismo 2006
BacMap Atlas interativo para STOTHARD et al., http://wishart.biology.ualberta.ca/B
explorar genomas 2005 acMap/
microbianos
Bancos de dados dedicados a estrutura e seqiiéncia de proteinas
UniProt Universal Protein THE UNIPROT www.uniprot.org/
Resource CONSORTIUM,
2007
InterPro Dedicado a familia de MULDER et al., http://www.ebi.ac.uk/interpro/

proteinas, dominios e 2007
regides funcionais

Continua.
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SWISS-PROT

Swiss-Prot Knowledege
Database

BOECKMANN et

al., 2003

http://ca.expasy.org/sprot/

TrEMBL

Translated EMBL

BOECKMANN ef

al., 2003

www.ebi.ac.uk/trembl/

PIR

Protein Information

Resource

WU et al., 2003

http://pir.georgetown.edu/

HAMAP

High-quality Automated
and Manual Annotation
of Microbial Proteomes

GATTIKER et al.,

2003

http://ca.expasy.org/sprot/hamap/

NEWT

The New Taxonomy
Database

PHAN et al., 2003

http://www.ebi.ac.uk/newt/display

PROSITE

Bando de dados de
dominio de proteinas,
familias e sitios ativos

HULO et al., 2004

http://ca.expasy.org/prosite/

PRINTS

Banco de dados de
dominio de proteinas

ATTWOOD et al.,

1999

http://www.bioinf.manchester.ac.uk
/dbbrowser/PRINTS/

ProDom

Ferramenta para analise
de dminio de proteina e
comparag¢do de genomas
completos

CORPET et
2000

al.,

http://prodom.prabi.fr/prodom/curre
nt/html/home.php

Pfam

Protein families

BATEMAN et al.,

2004

www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

SMART

Molecular
Research

Simple
Architeture
Tool

SCHULTZ et al.,
2000; LETUNIC et

al., 2006

http://smart.embl-heidelberg.de/

TIGRFAMs

Banco de dados dedica a
familia de proteinas

SELENGUT et al..,

2007

www.tigr.org/TIGRFAMs/

PIRSF

Sistema de classificacao
de familias de proteinas

WU et al., 2004

http://pir.georgetown.edu/pirsf/

SUPERFAMILY

Designacao de
homologia a seqliéncia
gendmicas usando uma
biblioteca de cadeia de
Markov  oculta para
estrutura de proteinas

WILSON et
2007

al.,

http://supfam.org/SUPERFAMILY/

PANTHER

Protein ANalysis
THrough Evolutionary
Relationship

Ml et al.., 2007

http://www.pantherdb.org/

PDB

Protein Data Bank

BERMAN et al.,

2000

www.rcsb.org/pdb/

Bancos de dados com finalidade especifica

PABdb

Banco de dados
construido para promover
analise comparativa de
genomas de  Dbactérias
associadas as plantas

Nao
publicado.

foi Nao esta disponivel publicamente.

PseudoCAP

Pseudomonas aeruginosa
Genome Database

WINSOR et al..,

2005

http://www.pseudomonas.com/

LEGER

Banco de dados para
analises funcionais dos
genomas do projeto de
seqiienciamento de
Listeria

DIETERICH
al., 2006

et http://leger2.gbf.de/cgi-

bin/expLeger.pl
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi desenvolver um sistema computacional para
auxiliar a andlise comparativa dos genomas de bactérias associadas as plantas

armazenadas no banco de dados. Os objetivos especificos foram:

1. Criar um banco de dados, o ProBacter, que contenha as informagdes das
proteinas preditas nos genomas completamente seqiienciados;

2. Agrupar as proteinas em grupos funcionais;

3. Padronizar a categorizacdo funcional das proteinas com base na classificagao
descrita para o Projeto Genoma da Xanthomonas;

4. Disponibilizar as informagdes geradas publicamente através de uma interface

amigavel.
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4. METODOLOGIA

Neste capitulo sera apresentado o banco de dados ProBacter, que ¢ uma base de
dados sobre a qual o estudo desta dissertagdao foi aplicado. Um modelo de dados deve
conter todas as entidades e atributos necessarios assim como os relacionamentos
existentes entre estas entidades para que os genomas possam ser armazenados e
posteriormente comparados. Neste banco de dados foram definidas as seguintes
entidades: organismos e genes (Figura 3). Estas entidades formam a base utilizada para

desenhar o modelo do banco de dados, que atendeu as necessidades deste trabalho.

Organisms dene Card

Figura 3. Diagrama Entidade e Relacionamento (ER) do primeiro modelo de dados
do ProBacter. Organisms refere-se ao organismo que teve o genoma seqiienciado e
Gene_card refere-se as informagdes sobre o gene, obtidas dos projetos de
seqlienciamento.

4.1. O Modelo de Dados

Um banco de dados foi desenvolvido com base no modelo demonstrado
anteriormente que expressa um relacionamento entre duas entidades, onde cada uma
destas entidades d4 origem a uma tabela ou relagdo. Assim obteve-se: Organisms
(contendo informagdes referentes a bactéria) e Gene_card (constituido de dados do

conjunto de genes pertencentes ao genoma) (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de dados usado como base para o sistema
ProBacter. CP representa as chaves primarias ¢ CE representam as
chaves estrangeiras. O campo GI esta indicado também como
chave estrangeira, pois estabelecera ligagdes entre as outras tabelas
que serdo descritas a seguir.

A definicdo dos atributos de cada entidade ¢ incluida em uma tabela que
armazena informagdes relevantes sobre estes genomas. A tabela Organisms inclui
informagdes sobre as caracteristicas individuais do genoma das bactérias. A sele¢do de
seus atributos foi feita considerando as caracteristicas bioldgicas de cada organismo
como nos trabalhos publicados que apresentam os dados de seqiienciamento. Assim,
foram obtidos os seguintes campos: nome do organismo (Organism), replicons
(Replicon), grupo taxondmico a que pertence (7axonomy), bem como seu numero de
identificacdo (NCBI Taxy Id), tipo de coloracdo Gram (Gram_Stain), tamanho do
genoma (Size), tipo de interagdo com o hospedeiro (Host Interaction), doenca causada
(quando patogénico) (Disease), tipo de hospedeiro (Host), breve descri¢ao da bactéria
(Description), principal publicagdo (Publication) e numero de identificagdo do

organismo (Id_Organism).
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A tabela Gene card ¢ composta pelas informagdes do conjunto de genes que
compdem um dado genoma. O procedimento para definir os atributos foi baseado no
banco de dados do NCBI, que possui uma colecdo de genomas completamente
seqlienciados, incluindo dados de anotagdo como: posi¢ao do gene dentro do genoma
(Start e End), orientagdo do gene (Strand), tamanho do gene (Length), nome do gene
(Gene), sindnimo (OrderedLocusNames), produto (Product), nome do organismo
(Organism), seqiiéncia de aminoacidos da proteina (Seq Aa), numero de identificacdo
do gene (GI), e o nimero taxondmico (7axy Id) e do organismo (Id_Organism).

Para compreender um banco de dados baseado no modelo relacional, ¢ de
fundamental importancia conhecer e entender o funcionamento dos diferentes tipos de
“chaves” que podem ser usadas. Quando se faz mengao ao termo chave primaria (CP)
estd se referindo ao menor conjunto de campos/atributos de uma tabela que a
representam univocamente; ou seja, cada um dos registros de uma relagdo possui
somente um significado ou interpretacdo. Um atributo que se repete em diferentes
tabelas pode ser considerado redundante, porém esta redundancia existe com um
proposito: ela auxilia em buscas onde se faz necessario consultar diferentes tabelas.
Estes atributos podem ser definidos como chave estrangeira (CE), que ¢ formada através
de um relacionamento com a chave primaria de outra tabela, definindo assim, um

relacionamento entre tabelas, podendo esta se repetir muitas vezes (Figura 4).

4.2. O Sistema ProBacter

O banco de dados ProBacter foi implementado usando o SGBD MySQL versao
3.23.46. As interfaces graficas do sistema foram hospedadas em um servidor SUN-Fire

e com servidor Web Apache. A conexdao com o banco de dados foi feita através de
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scripts programados em PERL versao 5.6.1. Este sistema tem como objetivo comparar
genomas de bactérias associadas as plantas. Hoje sdo administrados 31 genomas
completos, incluindo bactérias de diversos nichos ecoldgicos como: patogénicas € nao
patogénicas, simbiontes e de vida-livre, grupos taxondmicos distintos (ver Tabela 1 ¢ 2).
O proposito do sistema ProBacter ¢ capturar as informagdes importantes sob o ponto de
vista bioldgico, fornecer uma descri¢do de todas as proteinas como categoria funcional,
referéncias cruzadas e predi¢do de dominios que foram resultantes da andlise do
genoma dessas bactérias, e também de andlises realizadas por outros grupos de pesquisa

e disponibilizadas publicamente (Figura 5).

NCBI

(Proteomas Completos das Bactérias)

I—‘—\

Analises Comparativas CcoG Swiss-Prot e TrEMBL Projeto Genoma da Xanthomonas
(Método de Agrupamento) (Classificacao) (Cruzamento de Referéncias) (Classificagao Funcional)
I Agrupamento | Extragdo da Informagao |

Tedas as Proteinas

Administragao e Organizagio dos Dados

Consulta ao Banco de Dados
(Gene Search ou LDP)

ProBacter

PB Cluster I
‘ Organism Card '
(Gene Card

Usuario

I Inferéncias Biologicas I I Andlises Comparativas

Figura 5. Representacdo do modo como as informagdo do modelo de dados ProBacter foram
organizadas até chegarem ao usuario final.
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4.2.1. Cruzamento de Referéncias

Como mencionado anteriormente, o banco de dados ProBacter tem por
caracteristica integrar informagdes provenientes de outras bases. Isto € necessario para
que diferentes tipos de dados sejam “cruzados”, aumentando a abrangéncia das
referéncias de um dado gene. Optou-se por extrair informagdes dos seguintes bancos de
dados: NCBI, EMBL, HAMAP, InterPro, PDB, Pfam, Swiss-Prot, KEGG ¢ PubMed,
e a partir de cada um desses uma tabela ¢ criada contendo seus devidos atributos, a
saber: nimeros de acesso ao banco de dados selecionado e categorias funcionais
(quando ocorrer). Estas informagdes provém das bases de dados Swiss-Prot, TrEMBL,
GO e COQG, e foram agregadas ao ProBacter automaticamente. Dessa forma, foi

possivel gerar um segundo modelo parcial de dados (Figura 6).

NCBI Fubmad ao Con

PEam

FDBE

Bene card

1
Organicmo @
1

KEOO

Conceém
1 N N
Guwios_PFrot Hamap INTERFEQ

Figura 6. Diagrama ER para o segundo modelo parcial dos dados do ProBacter,
incluindo os relacionamentos do cruzamento das referéncias (em verde).
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4.2.2. Agrupamento dos Genes

O agrupamento dos genes foi feito usando a metodologia BBH (Bidirectional
Best Hit) para organizar as proteinas dentro de grupos de genes. Este método ¢ uma
estratégia para detec¢do de grupos de genes conservados, que tem como base a seguinte
defini¢do: dado dois genes Xa e Xb de dois genomas Ga e Gb, Xa e Xb sdo chamados
de melhor hit bi-direcional (BBH), se e somente se, houver similaridade reconhecida
entre eles (OVERBEEK ef al., 1999); ou seja, se Xa possuir melhor 4it com Xb e este
possui melhor 4it com Xa (Xa <> Xb). Entende-se aqui por similaridade reconhecida, o
parametro “valor esperado” (e-value’) do programa de alinhamento de seqiiéncias
BLASTP (protein — protein Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al.,
1990), onde esse valor deve ser menor que 1.0 x 10” e o alinhamento entre as
seqiiéncias possuir pelo menos 60% de cobertura. O agrupamento ¢ construido por meio
do alinhamento de seqiiéncias de cada genoma contra todos os outros genomas através
do programa BLASTP. Todos os hits obtidos sdo entdo armazenados em uma tabela do
MySQL e, em seguida, ¢ utilizado um algoritmo para a formagao dos grupos de genes
cuja ligacdes sao definidas pelo BBH.

Como a estratégia acima havia sido implementada anteriormente para outros
trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Bioinformatica do Laboratorio Nacional de
Computacao Cientifica (ALMEIDA et al., 2004), esta implementagdo foi utilizada no
sistema ProBacter. Optou-se por formalizar esta estratégia de formacdo de
agrupamentos nesta dissertagdo para a discussdo de sua complexidade e funcionamento,

descrevendo-a no algoritmo a seguir (Algoritmo 1).

9 O e-value é um parametro que descreve o nimero de Aits que sdo “esperados” ao acaso quando se faz
consulta em um banco de dados de tamanho particular.

27



A andlise de complexidade deste algoritmo depende fortemente da escolha de
como as estruturas de dados L, L, e D do algoritmo foram implementadas. Caso esta
escolha seja ignorada temporariamente, este algoritmo possui complexidade O(n.m),
onde “n” representa o numero total de genes ¢ “m” o niumero maximo de ligagdes que
um gene pode fazer. Os dois primeiros lagos deste algoritmo contém os mesmos genes,
ou seja, tudo que for inserido em L, sera retirado de L antes de sair do lago interior,
sendo esta a razdo de sua complexidade. Sobre as escolhas das estruturas L, L, e D, as
duas primeiras podem ser implementadas por meio de uma arvore binaria AVL'’ (ou
arvore balanceada pela altura, ou seja, uma arvore de busca binaria autobalanceada),
com delecdo preguigosa, ja que serdo feitos inumeras inser¢des ¢ delegdes. Para a
estrutura D, que possui relativamente poucos elementos, um exemplo de implementagao
poderia ser uma tabela “hash''”. Se o tamanho e a fungio da tabela forem escolhidos de
forma adequada para evitar colisdes, obtém-se insercdes e delecdes de ordem O(1).
Portanto, se estas escolhas forem feitas, a complexidade final do algoritmo seria de
O(n.m./og(n)), onde ndo foi levado em consideragdo a complexidade da busca dos hits
para cada gene no MySQL. Entretanto, isso ndo quer dizer que a complexidade do
algoritmo independe da busca pelo SQL.

Os resultados dos grupos formados provenientes da aplicagdo do algoritmo de
agrupamento foram armazenados em duas tabelas: Clusters Elements, que contém as
informagdes de um elementos do grupo, cujos atributos s3o: nome do organismo, valor
esperado (e-value), produto génico e identificagdo do grupo; e Clusters Links, que
contém as informagdes presentes em todas as ligagdes de Xa com Xb e Xb com Xa, o
produto génico e o valor esperado (e-value). Com isso, foi possivel gerar um novo

diagrama ER (Entidade-Relacionamento) parcial do ProBacter (Figura 7).

10 O nome AVL vem de seus criadores Adelson Velsky e Landis.
""" A tabela “hash” também ¢ conhecida por tabelas de espalhamento. Seu objetivo ¢, a partir de uma
chave simples, fazer uma busca rapida e obter o valor desejado.
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Os agrupamentos construidos foram utilizados também para a identificacdo de
paralogos dentro de um genoma, ou seja, se dois genes do mesmo organismo estiverem
presentes em um mesmo agrupamento, estes genes t€ém o potencial de serem paralogos.
Desta forma, para facilitar a identificagdo dos possiveis paralogos foi feita apds a
formagdo dos grupos, uma busca por genes que se repetem multiplas vezes dentro do

mesmo genoma e esta informagado foi armazenada no banco de dados.

Algoritmo 1: Agrupamento de Proteinas.

L:= lista completa de proteinas de todos os genomas;

1:=0;
Enquanto (tamanho(L) > 0)
{
x:= primeiro elemento da lista L;
L2:= lista vazia;
D := lista vazia;
d = falso;
colocar x em L2;
Enquanto (tamanho(L2) > 0)
{
y := primeiro elemento da lista L.2;
remover y de L e L.2;
colocar y em D;
Para cada h que ¢ kit de y e tem similaridade reconhecida
{
Se y € hit de h e tem similaridade ¢ reconhecida
{
guardar liga¢do h <> y com identificador de grupo = i;
coloque h em L2 se ndo estiver em D;
d < verdadeiro;
}
b
}
Se d ¢ verdadeiro incremente i;
b
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Figura 7. Diagrama ER para o terceiro modelo conceitual parcial do ProBacter, incluindo as
relagdes dos agrupamentos formados (em rosa).

4.2.3. Categorizacio Funcional dos Genes

Uma categoria (ou classe) funcional se refere ao processo biologico, fungao
molecular ou componente celular que o produto de um dado gene pode desempenhar.
Para este banco de dados foi utilizado o sistema de categorias funcionais definido para o
projeto genoma da Xanthomonas axonopodis pv. citri e Xanhomonas campestris
pv.campestris (DA SILVA et al., 2002) (Tabela 4).

A propagagao da categoria funcional para cada produto dos genes do ProBacter
foi feita automaticamente, onde as categorias foram transferidas para os membros dos
grupos de proteinas que continham pelo menos uma proteina dos genomas das
Xanthomonas acima mencionadas. As categorias do projeto Xanthomonas foram

utilizadas para padronizar as categorias dos produtos dos genes do ProBacter devido a;
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(7) sua abrangéncia na classificagdo, (i7) ter sido manualmente curada, (iii) por ser uma
bactéria associada a planta, com um genoma de aproximadamente cinco mil genes, onde
existe a categorizagdo das proteinas associadas a patogenicidade, viruléncia e adaptagao
ao hospedeiro.

Vale ressaltar que existem grupos que nao contém proteinas para as
Xanthomonas citadas, ¢ assim ndo recebendo uma categorizagdo funcional. Para
solucionar este problema deverdo ser propagadas categorias funcionais de genomas de

bactérias associadas as plantas que foram anotadas e manualmente curadas.

Tabela 5. Tabela com as instincias e as subdivisdes correspondentes das classes.

Descricdo das Categorias Funcionais

1. Intermediary metabolism
A. Degradation
1. Degradation of polysaccharides and oligosaccharides
2. Degradation of small molecules
3. Degradation of lipids
B. Central intermediary metabolism
. Amino sugars
. Entner-Douderoff
. Gluconeogenesis
. Glyoxylate bypass
. Miscellaneous glucose metabolism
. Non-oxidative branch, pentose pathway
. Nucleotide hydrolysis
. Nucleotide interconversions
. Phosphorus compounds
10. Pool, multipurpose conversions
11. Sugar-nucleotide biosynthesis, conversions
12. Sulfur metabolism
C. Energy metabolism, carbon
. Aerobic respiration
. Anaerobic respiration and fermentation
. Electron transport
. Glycolysis
. Oxidative branch, pentose pathway
. Pyruvate dehydrogenase
. TCA cycle
. ATP-proton motive force interconversion
D. Regulatory functions
1. Two component systems
2. Activators-Repressors
3. Kinases-Phosphatases
4. Sigma factors and other regulatory components

O 00 2O DNk~ W —

01N DN KW~

Continua.
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5. Not used
II. Biosynthesis of small molecules

A. Amino acids biosynthesis
1. Glutamate family|nitrogen assimilation
2. Aspartate family, pyruvate family
3. Glycine-serine family|sulfur metabolism
4. Aromatic amino acid family
5. Histidine
B. Nucleotides biosynthesis
1. Purine ribonucleotides
2. Pyrimidine ribonucleotides
3. 2'-Deoxyribonucleotides
4. Salvage of nucleosides and nucleotides

C. Sugars and sugar nucleotides biosynthesis

D. Cofactors, prosthetic groups, carriers biosynthesis

. Biotin

. Folic acid

. Lipoate

. Molybdopterin

. Pantothenate

. Pyridoxine

. Pyridine nucleotides

. Thiamin

. Riboflavin

10. Thioredoxin, glutaredoxin, glutathione
11. Menaquinone, ubiquinone

12. Heme, porphyrin

13. Biotin carboxyl carrier protein (BCCP)
14. Cobalamin

15. Enterochelin

16. Biopterin

17. Others

O 00 1O LN A~ W —

E. Fatty acid and phosphatidic acid biosynthesis

F. Polyamines biosynthesis

II1. Macromolecule metabolism

A. DNA metabolism

1. Replication

2. Structural DNA binding proteins
3. Recombination

4. Repair

5. Restriction, modification

B. RNA metabolism

1. Ribosomal and stable RNAs

2. Ribosomal proteins

3. Ribosomes - maturation and modification

4. Aminoacyl tRNA synthetases, tRNA modification
5. RNA synthesis, modification, DNA transcription
6. RNA degradation

C. Protein metabolism

1. Translation and modification
2. Chaperones
3. Protein degradation

D. Other macromolecules metabolism

1. Polysaccharides
2. Phospholipids

Continua.
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3. Lipoprotein
IV. Cell structure
A. Membrane components
1. Inner membrane
2. Outer membrane constituents
B. Murein sacculus, peptidoglycan
C. Surface polysaccharides, lipopolysaccharides, and antigens
D. Surface structures

V. Cellular processes
A. Transport
1. Amino acids, amines
2. Anions
3. Carbohydrates, organic acids, alcohols
4. Cations
5. Nucleosides, purines, pyrimidines
6. Protein, peptide secretion
7. Other
B. Cell division
C. Chemotaxis and mobility
D. Osmotic adaptation
E. Cell killing
VI. Mobile genetic elements
A. Phage-related functions and prophages
B. Plasmid-related functions
C. Transposon- and intron-related functions
VII. Pathogenicity, virulence, and adaptation
A. Avirulence
B. Hypersensitive response and pathogenicity
C. Toxin production and detoxification
D. Host cell wall degradation
E. Exopolysaccharides
F. Surface proteins
G. Adaptation, atypical conditions
H. Other
VIII. Hypothetical
A. Conserved hypothetical proteins
B. Hypothetical proteins (includes no hits or only low score hits)
C. Xanthomonas conserved hypothetical

IX. ORFs with undefined category

Apo6s terem sido transferidas, as classes foram armazenadas em uma entidade
denominada Category, contendo os seguintes atributos: nome da categoria funcional,
identificador dos grupos de proteinas e identificador do gene. Assim, esta Ultima

entidade torna completo o modelo de dados do ProBacter (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama ER para o modelo conceitual final do ProBacter, incluindo os
relacionamentos da categoria funcional (em verde escuro).

4.2.4. Médulos de Visualizacio Web

Nas secdes anteriores discutiu-se a constru¢ao do sistema ProBacter. No entanto,
para que as informag¢des do banco de dados possam ser visualizadas e utilizadas, foi
preciso desenvolver interfaces amigaveis Web. As informagdes foram organizadas em
modulos de visualizagdo distintos, tomando como base as tabelas do banco de dados
(Figura 9). Assim, os seguintes tipos de visualizagdo dos dados foram criados:
Organism Card, Gene Card e PB Cluster. Vale ressaltar que a maioria dos campos
desses modulos possui informacdes adicionais, possibilitando que o usudrio obtenha
dados adicionais de diferentes bases de dados. Os médulos de visualizagao citados serao

discutidos a seguir.
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Figura 9. Descricao completa do banco de dados ProBacter, demonstrando que todas as tabelas (com seus respectivos campos) estdo interligadas.




4.2.4.1. Organism Card

O programa de visualizagdo Organism Card (Figura 10) contém informagdes
gerais sobre o genoma dos organismos, tais como: taxonomia, tipo de coloragdo Gram
(maneira pela qual a forma da bactéria pode ser observada, dividindo-as em dois
grupos: Gram-positivas e Gram-negativas, aproximadamente iguais em numero e
importancia), tamanho do genoma, tipo de interagdo com o hospedeiro, tipo do
hospedeiro, doenca associada (se for o caso) e publicagdo relevante. Estes dados foram

extraidos dos campos da tabela Organisms descritas na Figura 9.

Organism Name: Xanthomonas axonopodis pv. citri str 306

Gram Stain Host Interaction Host Dizeaze
- Pathogenic Plant Cintrus canker
=iz NCRI Taxy ID Taszonomy
527 Q2B2Y Gammaprotechactena

Eeplicen  Consist one circular chromaoseme and two plasmids Glanthomonas citrd plasmid p3lAC33 and
Hanthomaonas cittl plasmid p3ACES)

Description This strain containg genes that are sitmilar to genes from another cittus pathogen, Zylella fastidiosa. Tt
haz 2 different type 1T secretion system for the export of extracellular enzymes that degrade the plant
cell wall including cellulases. The genome encodes a single type I secretion system (Hrp) that is
important for pathogenicity as well as two type IV secretion system, one on the chromosome and one
found on one of the two plasmids this orgamism contains, pIlACES.

PUbhCaton o iore. 2002 May 23.417(6887)459-63.

Figura 10. Mddulo de visualizagdo Organism Card contendo as caracteristicas gerais de um
determinado organismo. Neste caso, foi usado como exemplo a Xanthomonas axonopodis pv.
citri str. 306.
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4.2.4.2. Gene Card

As informagdes de cada gene podem ser visualizadas no Gene Card que inclui:
(7) categoria funcional que foi transferida do Projeto Genoma do género Xanthomonas e
que neste sistema recebeu o nome de PB Functional Category; (ii) cruzamento das
referéncias e predi¢do de dominios que foram nomeados seguindo a nomenclatura dos
bancos de dados a que pertencem; (iii) mapa indicando a posicdo do gene (destacado
por chaves vermelhas) dentro do genoma e sua vizinhanca. A coloragdo dos genes
corresponde a categorias funcionais do COG (Figura 11). Neste mapa o usudrio pode
percorrer o genoma, bastando somente selecionar o gene da figura. Neste caso as
seguintes informagdes adicionais sobre o gene selecionado ficam disponiveis ao
usuario; (i) seqiiéncia de aminoacidos da proteina, onde o usuario pode compara-la com
outras proteinas presentes no banco através do programa BLAST; e (ii) publicagdes

correspondentes obtidas a partir da pagina do Entrez'? (PubMed).

"2 Disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
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COG Color Map

Information storage and processing
A-RINA processing and modification
BE-Chromatin structure and dynam.il:s

J-Translation, ribosomal soucture and hiogenesis

E-Transcription

L-DINA replication, recombination and repair
Cellular processes

D-Cell division and clromosome partitioning

O-Postiranslational modification, protein turmover,

chaperones

M-Cell envelope biogenesis, oater membrane
N-Cell motility and secretion

P-Inorganie ion mansport and metabolism
T-Transduction mechanisms
TU-Intracellular trafficking and secretion
W-Defenss mechanisms

W-Extracellular structures

Y-Nuclear structure

Z-Cytoskeleton

Tetaholism

C-Energy production and conversion
G-Caﬂmh}fllra:ta transport and metabaolism
E-Aminoe acid transport and metabolism
F-Nurleotide transport and metahaolism
H-Coenzyme metabolisim

I-Lipid metabolism

(2-Secondary metaholites hiosynthesis, transport
and catabolism

Poorly characterized

R-General function prediction only
S-Function unknown

Mot classified by COG

Figura 11. Esta figura esta disponivel no sistema
ProBacter ¢ informa quais as categorias presentes no
banco de dados COG, bem como as cores que as
correspondem. Estas cores, como ja foram mencionadas,
sdo utilizadas nas figuras que indicam a posicdo dos

genes.
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4.2.4.3. PB Cluster

O moédulo de visualizagao PB Cluster (Figura 12), contém informacdes sobre as
proteinas que foram agrupadas pelo método BBH, j& descrito. Neste modulo estdo
disponiveis também, o organismo ao qual o gene pertence, o produto codificado pelo
gene, a classificacdo de acordo com o COG, e a ligagdo com menor valor esperado (e-
value) ligando o gene ao grupo. Além de mostrar as proteinas que participam dos
agrupamentos € o numero total que o compde, foram agregadas outras que permitem
explorar as interagdes entre estes genes, tais como: ferramentas de visualizacdo de
alinhamento multiplo de seqiiéncias e um modo de re-agrupamento dos grupos

formados. Estas ferramentas serdo discutidas mais detalhadamente a seguir.
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e e S

Ralstonia solanacearum GMI1000 (plasmud ESp0873  BEGULATORY HRPE TRANSCRIPTION

Y Laiooonm) REGULATOR PROTEIN e
= Ianthemonas campestris pv. campestis ¥CC1167 HrpXprotein 4 0 1
str. ATCC33913
Ianthemonas campestris pv. campestris ¥C 3076 HrpXprotein
= 0 1
str. 8004
Janthomonas campestris versicatoria MCWV1315  AraC-type transcriptional regulator Hrpll I 0 1
85-10
Janthomonas axonopodis pw. citri str. 306 }AC1266  HrpX protein - 0 1
Hanthormonas oryzae pv. oryzae MAFF KOO_1266 regulatory protemn Hipil
- 0 1
211018
(*) Lowest BEH expectation linking each protest to the cluster,
Total number of proteins: 6 (b) (C)
| — [ I 11
(a)[l Draw Selected | || Clear | | DrawaALL | ||] Align | [ Align ALL | |[Draw Diagram | [ View Graph |
t L M
(d)43t expectation treshold:  |Te-5 ! |
Ralstonia solanacearun GHI1888 {plasnid pGHI1O86HP} [Gene Nane: hrpBl
1'091&22 1"9625l 1'9'3&00 10‘39'119 mnsl:w llll!GIT 11@3@5‘ 1104025 :
Hantt tris pv. ¢ tris str. ATCC33913 [Gene Mame: hrpxctl
——— =3 e 3
=
II:I$4N‘ 13'963?3 13517002 \35’[231 1% ﬁlﬁﬂ 1352|0I9 lﬂﬂsl!l 1364947 .
Hanthononas canpestris pv. campestris str. 8004 [Gene Name: -]
=]
—_ | = ———
3'67\3'1‘! !!EIW”U 350'!777 ﬂ“';?lﬁ Uﬁﬂ‘llis 360555:‘ %“Wﬂl J600422 :
Xanthononaz canpestris werzicatoria 85-18 [Gene Nane: hrpXv]
== .—='
—
ll470MI liI?ZWl IITIEH'SB lQTIlSEO I1?EGIBT l‘!???; 147‘!?1; 1400644 '
Hanthononas awonopodis pv. citri str. 386 [Gena Name: hrpXctl
] ;‘
lI4IZITI 1('1‘150. 1445029 II‘SIQEO 1447007 l‘lgﬂllb 1450745 1452174
Xanthononas oryzae pv, oryzae HAFF 311818 [Gene Nane; X0D12661
) =2 e =
—
;3&2&?& lﬂlﬂlﬂ? 130'5536 110&'9!5 mulﬂ 130902'3 1.‘391252' 1392681 '

Figura 12. Moédulo de visualizagdo da ferramenta PBCluster. a) Os retangulos em laranja
indicam a localizagdo dos genes nos grupos em um mapa. Caso opte por visualizar todos os
genes apresentados basta selecionar Draw ALL, ou se preferir por selecionar apenas alguns dos
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genes € necessario indicar nas caixas citadas na frente do organismo e em seguida selecionar
Draw Selected; (b) o retangulo em azul indica que a ferramenta Align pode ser selecionada,
escolhendo alguns genes ou alinhando todos os que foram apresentados; (c) o retdngulo em
verde mostra as duas ferramentas usadas para visualizar a conformacdo estrutural de um
cluster; e (d) o retdngulo em rosa indica a ferramenta de re-agrupamento dos genes, onde o
usuario pode indicar o valor desejado, o e-value 1e-5 é a opgdo padrdo do programa. A figura
que indicada em (a) ¢ uma modificacdo da utilizada pelo programa SABIA (ALMEIDA et al.,
2004) para atender aos propdsitos do sistema ProBacter.

4.2.4.3.1. Draw Selected e Draw ALL

As ferramentas Draw Selected e Draw ALL foram utilizadas para demonstrar os
mapas de localizagdo dos genes presentes no agrupamento dentro de seus respectivos

genomas (Figura 12a).

4.2.4.3.2. Align e Align ALL

Foram integradas ao sistema ProBacter os programas de alinhamento multiplo
de seqiiéncias de aminoacidos ClustalW versdao 1.81 (THOMPSON et al., 1994) e T-
Coffee versdo 4.45 (NOTREDAME et al., 2000), sendo estas opg¢des disponiveis nas
ferramentas em questdo (Figura 12b). Os pardmetros padrdes de cada programa
mencionado podem ser alterados quando necessario (Figura 13). E possivel também
visualizar a arvore filogenética e o alinhamento gerado mostrando as bases conservadas,
a qualidade e consenso, por meio do programa Jalview' versdo 2.1.1 (CLAMP et al.,

2004).

" Disponivel em www.jalview.org/
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Paste your protein sequence in FASTA format

Arguiva...
Choose One Submission Form
@ Clustal W

Frotein Weight Matrix Gap Extension Penalty Zap Open Peanalty Gap Separation Distance
GOMMET 0.2 (Dataut) [ 10.0 (Detault 4(Dataut) [

End Gap
-1 (Detaulty £

O T-Coffee
Pratein Weight Watrix

none
align clear

Figura 13. Mddulo de visualizacdo das ferramentas integradas ClustalW (opg¢ao padrao) e T-
Coffee. Estas ferramentas ndo somente estdo atreladas ao modulo PBCluster, possibilitando
alinhar uma ou mais seqiiéncias externas com as que podem ser selecionadas no referido
modulo, como também permite que o usudrio alinhe a seqiiéncia que desejar, bastando somente
selecionar a opgdo Multiple Alignment.

4.2.4.3.3. Draw Diagram e View Graph

As ferramentas Draw Diagram e View Graph sao modulos graficos de
visualizacdo que apresentam a composicao estrutural formada pelos agrupamentos das
proteinas. A op¢ao Draw Diagram (Figura 12c¢) mostra, em formato de diagrama, a
estrutura do agrupamento gerado pelo programa Graphviz'® (Graph Visualization
Software). Ja a ferramenta View Graph (Figura 12c¢) permite a visualizagdo da

disposi¢do das proteinas no agrupamento de uma forma interativa, utilizando o

'* O programa Graphviz esta disponivel em www.graphviz.org/
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programa LinkBrownser'” versdo 1.20. Todos os genes, se selecionados, direcionam
para o modulo de visualizagdo Gene Card que contém informagdes particulares a

respeito dos mesmos.

4.2.5.2.4. Re-Agrupamento

A ferramenta de re-agrupamento (Figura 12d) foi desenvolvida com o intuito de
possibilitar que os agrupamentos ja formados pudessem ser re-agrupados. Este médulo
tem por objetivo aumentar o ponto de corte sobre o valor esperado (e-value) das
ligacdes que cada proteina faz ao grupo. Desta forma, genes com ligagdes cujo valor
esperado ¢ superior ao ponto de corte estipulado serdo temporariamente removidos do
grupo. Assim, um novo agrupamento ¢ criado, onde as ligacdes entre proteinas
presentes possuem valores iguais ou inferiores aquele que foi estipulado. Além de
descartar proteinas que estdo fora do escopo, novos subgrupos poderdo ser gerados.
Estes novos subgrupos recebem uma numerag¢do que ¢ indicada na tltima coluna da

tabela de resultados.

4.3. Métodos de Consulta e Anotacao Manual

Para que os dados contidos no banco de dados fossem acessados e visualizados
foram implementadas consultas de fécil entendimento. Também, para que o usuério
pudesse acrescentar novas informacdes ao banco uma ferramenta de anotacdo manual
foi criada. Essas ferramentas serdo detalhadas nas se¢des que se seguem e podem ser

acessadas em http://www.probacter.lncc.br selecionando a opcao Database Search.

15 O programa LinkBrownser esta disponivel em http://www.touchgraph.com/
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4.3.1 Gene Search

A ferramenta de busca Gene Search foi desenvolvida para permitir consultas ao
banco de dados por meio de palavras-chave, inserindo-as em caixas pré-determinadas
conforme indicado na Figura 14. Estas caixas pré-determinadas (quando selecionadas)
sdo convertidas em uma consulta SQL (Structured Query Language) que ¢ em seguida
interpretada pelo MySQL, retornando o resultado da busca. Os resultados da consulta
sdo mostrados em formato tabular ordenados pelo nome do organismo, com cada
entrada representada pelo nome do gene, sindnimo, produto do gene, organismo,
numero identificador do agrupamento e tamanho do grupo (estes dois ultimos somente
sdo vistos quando a informagdo do agrupamento for consultada). Estes resultados,

quando selecionados, direcionam para os modulos de visualizacgdo ja descritos.

Gene Name
Product

Cluster

Synonym I (<. FD2122, SC00001, ...)
COG

Organisms All Qrganisms v
PB Functional Category  LBYeEIELELY v

Show results

Figura 14. Mddulo de visualizagdo da ferramenta Gene Search. Neste método de consulta o
usuario pode estipular quantos resultados deseja visualizar, indicando o valor na opgdo Show
results.
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4.3.2. LDP - Linguagem Declarativa do ProBacter

Na secdo anterior foi descrito um tipo de busca para obtencao e visualizagao dos
dados armazenados no sistema ProBacter. Contudo, nem sempre ¢ possivel responder a
todas as perguntas desejadas somente através de buscas pré-formatadas como ¢ feito no
Gene Search. Buscas mais elaboradas a base de dados necessitam de relagdes mais
complexas entre as tabelas, e seria necessaria a implementagao destas consultas usando
diretamente a linguagem SQL (Structured Query Language). No entanto, ndo se pode
esperar que todos os usudrios do sistema estejam familiarizados com este tipo de
linguagem de busca, como também com as tabelas existentes no banco de dados. Além
disso, ndo ¢ seguro disponibilizar acesso a linguagem SQL na rede ja que pode causar
danos ao banco de dados se usado de forma maliciosa, este € um caso comum de falha
de seguranca chamado de SQL injection. Assim, foi desenvolvida uma nova linguagem
de busca denominada LDP (Linguagem Declarativa do ProBacter), apelidada de
Probactish (Figura 15). Esta linguagem tem o propoésito de estabelecer uma “ponte”

entre 0s usuarios que acessam o banco de dados e a SQL.

ProBactish

Ask your question:

Figura 15. Modulo de visualizagdo da Linguagem Declarativa do ProBacter (LDP) ou
ProBactish. Os resultados provenientes deste modulo de consulta sdo fornecidos em formato
tabular e também possuem ligagdes com os outros modulos de visualizacdo ja descritos.
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A LDP ¢ uma linguagem de consulta construida sobre a SQL para facilitar o
acesso dos usuarios as informacdes armazenadas no banco de dados. A propria
linguagem SQL foi originalmente concebida para facilitar a consulta. Através dela, o
usuario concentra-se somente na busca de interesse € ndo nos detalhes de como ela esta
sendo executada. Este tipo de linguagem de programacio de alto-nivel'® é algumas
vezes denomina de busca declarativa. Dentro desse paradigma, a LDP foi construida em
um mais alto-nivel, de maneira que a arquitetura do banco de dados ficasse totalmente
escondida. Além disso, a linguagem foi definida a partir de palavras comumente
utilizadas pela comunidade cientifica, tornando-a ainda mais acessivel.

A implementagdo da LDP consistiu em definir uma gramatica livre de contexto
(Tabela 5) e, em seguida, desenvolver um sistema tradutor que recebe as sentengas em
LDP e posteriormente as traduz para SQL. O procedimento de definir uma gramatica e
utiliza-la para criar um tradutor (ou compilador) é uma pratica considerada comum no
campo da Ciéncia da Computagdo para o desenvolvimento de novas linguagens de
programacdo (HOPCROFT, ULLMAN, 1979). Linguagens de buscas delineadas
especificamente para determinado tipo de aplicacdo ndo s3o temas inovadores em
bioinformatica e ja foram utilizados em outros trabalhos (TATA et al., 2006; PATEL,

HUDDLER, HAMMEL, 2005).

' Linguagem de programacio de alto nivel é uma nomenclatura usada para linguagens com um nivel de
abstracgdo elevado, longe do codigo de maquina e mais préximo a linguagem humana.
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Tabela 6. Defini¢do da gramatica para a Linguagem Declarativa do ProBacter.

query - QUERYTYPE agents action

agents —» AGENT | agents , AGENT
action —» VERB relations | action , BOOLOP VERB relations

relations — relation | relations BOOLOP relation
relation — relation_agent BIOP information
Relation_agent - AGENT | REL_AGENT
information - NUMBER | STRING
QUERYTYPE — Which | how many

AGENT — gene(s) | protein(s) | organism(s) | product(s) | synonym(s)
] gene length | gene start | gene end | cluster(s) | cluster
description | cluster size | interpro | pubmed | pfam /
replicon(s) | taxonomy(s) | gram stain | host interaction |
organism size [ disease(s) | host(s) | organism description/

publication reference(s) | cateory(ies)
VERB — Are associated with
BOOLOP — and /or
REL_AGENT — g/ /cog | taxy _id
BIOP — like /notlike/ =/!=]>]<]<=]>=
NUMBER — Um numero qualquer.

STRING —» Uma seqtiéncia de letras entre aspas.

Observando a defini¢do da gramdtica dada acima, a linguagem ¢ constituida de
dois tipos de buscas (identificado na gramatica acima por QUERYTYPE): a primeira ira
listar os resultados e ¢ iniciada pela palavra “which”, a segunda informa quantidades,

esta ¢ iniciada com a palavra “how many”. Denomina-se verbo a palavra que descreve o
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tipo de acdo que se esta interessado na busca. Atualmente, foi somente implementado
um tipo de verbo (identificado por VERB), e este ¢ indicado pelas palavras “are
associated with”. Este verbo estd relacionado com a consulta no banco de dados. A
LDP foi construida de forma que outros verbos poderdo ser posteriormente inseridos
tornando-a extensivel, podendo, desta forma, ir além de buscas a base de dados. Os
agentes (AGENT) sdo palavras que descrevem campos das tabelas contidas na base de
dados, os quais o usuario possa ter interesse de visualizar; ja os agentes de relagdo
(REL_AGENT) sao campos que contém identificadores geralmente usados como
chaves de referéncia. Dessa forma, permite que o usuario tenha acesso a todas as tabelas
presentes na base de dados.

Para implementar o tradutor foram usadas ferramentas cldssicas na construcao
de compiladores como, o LEX"” (Lexical Analyser Generator), um programa que extrai
padrdes de textos através de expressdes regulares definidas pelo usuario, ¢ o YACC'’
(Yet Another Compiler-Compiler), um programa que gera um parser a partir da
definicdo de uma gramatica livre de contexto. Abaixo seguem alguns exemplos da
utilizagdo da LDP com suas respectivas tradugdes em SQL. Estes exemplos foram
usados para gerar alguns dos resultados obtidos e que foram discutidos na segao

seguinte.

Exemplo 1. Quais organismos estdo associados a doenga podriddo negra?
LDP: which organisms are associated with disease like ""black rot"

SQL: SELECT DISTINCT Org_synonym.Synonym FROM Gene card, Org_synonym,
Organisms WHERE Org_synonym.Taxy Id = Gene card.Taxy Id AND
Organisms.Taxy Id = Org_synonym.Taxy Id AND ( Organisms.Disease like
"%black rot%" )

'7 Estes programas estdo disponiveis em http://dinosaur.compilertools.net/.
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Exemplo 2. Quantos agrupamentos possuem 10 ou mais proteinas?

LDP: how many cluster are associated with cluster size >= 10

SQL: SELECT count( DISTINCT Clusters Elements.Cluster ID ) FROM
Gene_card, Clusters Elements, Clusters Info WHERE Gene card.GI =
Clusters_Elements.GI AND Clusters Elements.Cluster ID =
Clusters_Info.Cluster ID AND ( Clusters_Info.size >= 10 )

Exemplo 3. Quantos agrupamentos sdo da categoria funcional “intermediary metabolism” em
Ralstonia solanacearum?

LDP: how many cluster are associated with organism like "ralstonia solanacearum"
and category like "intermediary metabolism"
SQL: SELECT count( DISTINCT Clusters_Elements.Cluster ID ) FROM Gene card,

Org_synonym, Organisms, Clusters Elements, Category WHERE
Org_synonym.Taxy Id = Gene card.Taxy Id AND Organisms.Taxy Id =
Org _synonym.Taxy Id AND Gene card.GI = Clusters_Elements.GI AND
Clusters_Elements.Cluster ID = Category.id_Cluster AND (
Org_synonym.Synonym like "%ralstonia solanacearum%" and
Category.Category name like "%intermediary metabolism%" )

Para permitir acesso externo a esta linguagem foi criada uma interface Web que
permite desenvolver perguntas na linguagem LDP (Figura 15), e os resultados obtidos
sdo dispostos em formato tabular, possuindo ligagdes para os diferentes modulos de

visualizagao.

4.3.3. Anotacio Manual

A anotacdo manual pode ser feita no sistema ProBacter através da inser¢do de
informagdes em um campo, o NotePad, permite que o usuario insira no banco de dados
informacodes de anotacdo para uma determinada proteina e que estas fiquem disponiveis

para o acesso publico. Entretanto, para que sua anotagdo seja feita ¢ necessario o
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cadastramento deste usuario ou grupo de pesquisa, assim ele recebera um nome de

usudrio e senha para acessar a ferramenta NotePad e inserir seus dados (Figura 16).

NotePad

Enter your Annotation:

Savve Annotation

Figura 16. Visualizagdo da ferramenta NotePad, onde ¢ permitido que o usuario insira
seus proprios dados de anotagdo manual.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No capitulo anterior foi apresentado como o sistema ProBacter foi construido.
Nesta secdo serdo apresentados os modulos de consulta, as aplicacdes desse sistema e os
diferentes métodos de analise, discutindo os resultados obtidos e fornecendo uma visdo
comparativa com outros trabalhos. Esse banco de dados ¢ uma re-edi¢do do banco de
dados PABdb usado para capturar informagdes de genomas procariotos, tendo como
principais entidades o organismo e a familia do gene. O sistema PABdb foi
desenvolvido para auxiliar nas analises comparativas de oitos genomas de bactérias que
vivem em associagdo com plantas e os resultados desse trabalho foram publicados no

ano de 2002 por Van Sluys e colaboradores.

5.1. Analise do Sistema ProBacter

Hoje, o sistema ProBacter contém informagdes sobre o genoma de 31
organismos, compreendendo um total de 153.712 entradas que representam os genes e
as proteinas descritas para cada um desses genomas. A metodologia de agrupamento
gerou um total de 13.506 grupos que abrangem 126.577 (82,3%) de todas as proteinas

do banco (Figura 17).
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Figura 17. Grafico representa o nimero de agrupamentos pelo nimero de genes que estdo
divididos em intervalos de acordo com a legenda.

Uma grande parcela dos agrupamentos formados (10.926) possuem até¢ 10
proteinas, sendo que na maioria dos casos os agrupamentos incluiram proteinas do
mesmo grupo taxondmico. Uma observagdo interessante ¢ que um unico agrupamento
(PBC6539) apresenta somente proteinas dos géneros Xylella e Xanthomonas, esse
agrupamento ¢ composto por 12 proteinas que foram anotados como regulador de
viruléncia, estando presente em duas copias em cada um dos genomas das bactérias.

Um total de 2.581 proteinas estdo presentes em agrupamentos com mais de 10
proteinas, essas proteinas puderam ser dividas nas seguintes categorias funcionais: 375
agrupamentos apresentam proteinas categorizadas como I. Metabolismo intermediario;
284 agrupamentos, II. Biossintese de Pequenas Moléculas; 365 agrupamentos, III.
Metabolismo de Macromoléculas; 134 agrupamentos, IV. Estrutura Celular; 211
agrupamentos, V. Processo Celular; 20 agrupamentos, VI. Elementos Genéticos

Moveis; 159 agrupamentos, VII. Patogenicidade, Viruléncia e Adaptacdo; 525

agrupamentos, VIII. Hipotéticos; e 62 agrupamentos, IX. ORFs com Categoria
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Indefinida (Figura 18). Avaliando agrupamentos com mais de 100 proteinas (Figura 19)
verifica-se que estes contém proteinas principalmente da categoria I (42 genes) e V (31

genes).

Categorias Funcionais

Ol Metabolismo | ntermedigrio

62 375

Ol Biossintese de Peguenas Moléculas

Ol Metabolismo de Macromoléculas
284 W |V Estrutura da Célula

OV Processo Celular

B Yl Elementos Genéticos Mdweis

B VIl Patogenicidade, Viruléncia e Adaptagao
VIl Hipotético
B X ORFs com Categorias Indefinidas

159

20
11 - 365

Figura 18. Categorias funcionais presentes em agrupamentos com mais de 10 proteinas.
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Figura 19. Categorias funcionais presentes em agrupamentos com mais de 100 proteinas.

Os dois agrupamentos que contém mais de 1000 proteinas sdao PBC278 e
PBC206. O agrupamento PBC278 contém reguladores da transcrigado de diversas
familias, e uma analise detalhada ¢ necessaria para re-agrupar essas proteinas. J& o

agrupamento PBC206 contém proteinas que apresentam diferentes fungdes, no entanto
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com base na descricdo do produto, a maioria das proteinas esta associada a membrana,
como por exemplo, transportadores (MFS permease, transportador ABC, transporter,
membrane spanning protein, membrane protein, major facilitator family transporter).

Existem 10.248 agrupamentos que contém pelo menos uma proteina de uma
bactéria associada a planta e desses, 9.640 pelo menos uma proteina de bactérias
patogénicas de plantas. Dentre esses agrupamentos, 4.194 agrupamentos continham
pelo menos uma proteina do género Xanthomonas, sendo que essas proteinas puderam
ser categorizadas. O sistema conseguiu entdo categorizar aproximadamente 23,8% dos
clusters formados. Como o banco ¢ constituido por bactérias dos mais diversos grupos
taxondmicos esse resultado ndo € surpreendente. Em média cada organismo presente no
banco de dados possui 66,9% de suas proteinas em agrupamentos classificados, dentro
das associadas as plantas esta média ¢ de 72%, e considerando apenas as bactérias
fitopatogénicas, 73,5%. Quando as categorias VIII. Hipotéticas e IX. ORFs com
Categoria Indefinida ndo s3o consideradas, estas médias sdo 63%, 67,6%, e 68,8%,
respectivamente. Existem agrupamentos com mais de uma classificacdo funcional,
sendo que 37% das proteinas com categorias VIII ou IX também pertencem a uma outra
categoria. Além disso, 70,2% dos grupos com 10 ou mais proteinas foram
categorizados, enquanto que, 11,7% dos grupos com menos de 10 proteinas foram
categorizados. Uma maneira de ser mais eficiente na categorizacdo automatica seria
combinar a categorizagdo manual de varios genomas de diferentes bactérias e ter um
conjunto de genes referéncia que pudessem ser utilizados durante o processo de
agrupamento.

Quando os agrupamentos exclusivos foram analisados, foi verificado que 3.858
proteinas estdo exclusivamente presentes em bactérias que estdo associadas as plantas e

2.936 em bactérias patogénicas de plantas. Vale ressaltar que estes valores foram
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retirados considerando apenas as bactérias presentes no banco, incluindo as de
referéncia. Considerando somente as bactérias associadas as plantas, pode-se observar
que 426 proteinas estao presentes na categoria de patogenicidade e adaptacao. Fazendo
0 mesmo para as proteinas dentre esses agrupamentos pertencentes na categoria
funcional de patogenicidade e adaptagao exclusivas em bactérias patogé€nicas de plantas
(categoria VII), foi obtido um total de 355 proteinas distribuidas em 56 grupos (Tabela
7). Para filtrar ainda mais esses resultados, uma andlise poderia ser feita através da

~ A s 1
comparagio dessas seqiiéncias contra o banco de dados NR do GenBank'®.

Tabela 7. Agrupamentos ¢ o produto génico pertencentes a categoria funcional de
patogenicidade, viruléncia ¢ adaptagdo em bactérias patogénicas de plantas. Foram retirados os
genes hipotéticos e genes com mesma nomenclatura.

Identificacio do

Agrupamento Produto

PBC4812 putative signal peptide protein, VirK protein, virA/G regulated gene,
PDO0855 VirK protein, VirK

PBC5336 general stress protein, truncated general stress protein

PBC5574 acetyltransferase, AttT protein

PBC6304 AMP-ligase, peptide synthase, PD1311 peptide synthase

PBC6339 general secretion pathway protein I, Xpsl, general secretion pathway
protein Gspl, type Il secretory pathway pseudopilin

PBC6341 general secretion pathway protein L, general secretory pathway protein L,
PDO0739 general secretory pathway protein L,PSPTO3310 general secretion
pathway protein L, putative, Fimbrial assembly, general secretion pathway
protein Gs pL, putative, general secretion pathway protein

PBC6342 general secretion pathway protein M, general secretion pathway protein
GspM, putative

PBC6372 pathogenicity-related protein, PD0310 pathogenicity-related protein

PBC6373 HrpX protein, regulatory hrpb transcription regulator protein, AraC-type
transcriptional regulator HrpX, regulatory protein HrpX

PBC6386 HpaB protein

PBC6387 HrpD5 protein, hrpW transmembrane protein, HrcD protein

PBC6388 HpaA protein, HRPV PROTEIN, HpaA

PBC6389 HpaP protein, hrpC3, HpaC protein

PBC6390 HrpBl1 protein, hrpk protein

PBC6391 HrpB2 protein, hrpj protein

PBC6392 HrpB4 protein, hrph protein

PBC6393 HrpB7 protein, hrpd protein

'8 Informa¢des mais detalhadas a respeito desse banco de dados podem ser encontradas em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html. .
Continua.
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PBC6472 polygalacturonase precursor (pectinase) signal peptide protein

PBC6481 GumK protein, glucuronosyltransferase GumkK, xanthan biosynthesis
glucuronosyltransferase GumK

PBC6482 GumE protein, xanthan biosynthesis exopolysaccharide polymerase GumE

PBC6539 virulence regulator, histone-like nucleoid-structuring protein, putative
histone-like nucleoid-tructuring protein

PBC6554 VirB6 protein, component of type IV secretion system

PBC6574 cellulase, endo-1,4-beta-glucanase, extracellular endoglucanase precursor

PBC6576 cellulase, extracellular endoglucanase precursor

PBC6621 TonB-like protein

PBC6640 OmpA-related protein, TonB-dependent outer membrane receptor (C-
terminal fragment)

PBC6656 cellulase precursor

PBC6663 methicillin resistance protein, putative penicillinase repressor family protein

PBC6666 avirulence protein AvrBs2

PBC6699 avirulence protein, type 11l effector HopX1

PBC6709 HrpE, HrpE1 protein

PBC6710 HrpD6 protein

PBC6711 Hpal protein, Xanthomonas outer protein A, Hpal homolog

PBC6717 nuclease, putative secreted protein

PBC6854 outer membrane component of multidrug efflux pump

PBC6855 RND efflux membrane fusion protein

PBC6856 Toxin secretion ABC transporter ATP-binding protein

PBC6868 TonB-like protein

PBC6884 general stress protein

PBC6995 VirB3 protein

PBC6996 VirB2 protein

PBC7165 mitomycin resistance protein

PBC7209 OmpA-related protein, TonB-dependent outer membrane receptor

PBC10069 avirulence protein

PBC10746  Avirulence protein, type I1I effector AvrB4

PBC11014 pectate lyase E

PBC11069  Nisin-resistance protein

PBC11098 antifreeze glycopeptide AFGP related protein

PBC11101 virulence protein, Xanthomonas outer protein D

PBC11115 Beta-lactamase

PBC11136  avirulence protein

PBC11151 avirulence protein, avirulence protein AvrBs1

PBC11152 avirulence protein

PBC11182 RpfH protein, putative membrane protein RpfH

PBC11234 RNA polymerase sigma factor, RNA polymerase ECF-type sigma factor

PBC11277 avirulence protein
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Caso sejam levadas em conta apenas as bactérias que vivem em associacdo com
plantas, a distribuicao dos genes em cada uma das categorias funcionais adotadas para
este trabalho ¢ demonstrada na Tabela 8. De maneira geral, a porcentagem das proteinas
classificadas dentro das categorias funcionais nos diferentes genomas foi coincidente.

Nao havendo grande discrepancia entre as bactérias listadas.
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Tabela 8. Analise comparativa da distribui¢ao dos genes (normalizada pelo tamanho do genoma) por categoria dos genomas de bactérias associadas as plantas.

Categorias Funcionais (%) *

I II. I11. Iv. V. VL VIL VIIL. IX.
Metabolismo Biossintese Metabolismo de Estrutura Processo Elementos Patogenicidade, Hipotéticos ORFs com
intermediario de Macromoléculas Celular Celular Genéticos Viruléncia e Categoria
Organismos Peqlrlenas Mbéveis Adaptacio Indefinida
Moléculas
A. tumefaciens C58 (Cereon) 34,7 17,1 17,5 8,9 19,7 0,5 11 20,2 9,9
A. tumefaciens C58 (Wash) 34,7 17,2 17,9 8,9 19,6 0,6 11,1 19,9 9,9
M. loti 35,9 18,7 18,6 8,0 16,8 1,0 12,0 21,7 10,2
S. meliloti 36,5 17,6 17,2 8,3 18,7 0,6 11,0 20,2 9,6
R. solanacearum 30,9 16,2 17,3 9,1 16,8 2,1 14,1 21,4 7,9
E. carotovora subsp. atroseptica 27,6 16,7 18,6 8,7 20,3 1,8 12,2 18,6 7,4
P. syringae phaseolicola 1448 A 29,7 16,3 18,2 9,9 18,5 1,1 12,9 21,2 9,0
P. syringae pv. B728a 30,6 16,3 18,1 9,6 18, 0,7 12,7 21,3 9,2
P. yringae pv. tomato DC3000 30,3 16 17,9 9,4 18,6 1,4 12,2 21,6 8,8
X. axonopodis pv. citri str 306 22,6 11,9 15,5 8 12,9 1,2 10,9 35,3 5,7
X. campestris 8004 20,6 10,7 14,6 7,1 11,4 2 10 38,8 5,8
X. campestris ATCC33913 20,5 10,6 14,4 7,1 11,3 2,5 9,8 38,9 5,7
X. campestris pv. vesicatoria str. 85-10 22,8 12 15,7 7,8 12,7 1,4 11 34,5 5,9
X. oryzae KACC10331 20,7 12,6 16,8 7,7 12,7 2,2 10,6 33 5,2
X. oryzae MAFF 311018 204 12,5 16,9 7,7 12,3 2,6 10,3 33,6 5,1
X. fastidiosa 9a5C 18,1 16 23,7 9,7 10,8 1,6 10,6 25,8 4,6
X. fastidiosa Temeculal 17,2 16,4 23,8 9,8 10,4 1,7 9,9 26,2 4,1
L. xyli 25,8 19,2 28,1 7,6 15,9 0,8 8 16,3 6,1

* Existem proteinas que sio classificadas em mais de uma categoria funcional.

8¢



As bactérias A. tumefaciens, M. loti, S. meliloti, R. solanacearum ¢ as cepas do
género Pseudomonas apresentam valores acima de 30% das proteinas dentro da
categoria de metabolismo intermedidrio. Quando estes valores sdo comparados aos
descritos por Van Sluys e colaboradores (2002), embora os valores percentuais dos
trabalhos sejam diferentes, existe uma correlagdo nos dados informados, ja que os
organismos A. tumefaciens € R. solanacearum sdo descritos como aqueles de maiores
valores (23,2% e 17,4%, respectivamente). Este fato provavelmente esta associado a
presenga de um conjunto de vias metabolicas necessarias a sua adaptagdo a diferentes
condi¢des ambientais. Interessante notar que, embora existam pequenas diferengas no
numero de genes da categoria de elementos genéticos moveis entre os genomas ha uma
distingdo no tipo de elemento presente em cada organismo. E conhecida a presenca de
elementos de transposicdo no género Xanthomonas e¢ quando comparada a outro
organismo como, por exemplo, as do género Xylella, fica claro a presenca de genes que

codificam proteinas de fagos (VAN SLUYS et al., 2002).

A lista de genes apresentada (Tabela 7) e os dados citados nessa segao
demonstram o potencial desse banco de dados em apresentar proteinas que possam ser
mais bem estudadas em analises funcionais. Alguns dos resultados citados acima podem
ser obtidos utilizando a Linguagem Declarativa do ProBacter, como por exemplo, a
quantidade de agrupamentos com tamanhos maiores que um determinado numero de
proteinas (Exemplo 2, Secao 5.1.2), informagdes a respeito de quantas proteinas de um
certo organismo estdo presentes em uma dada categoria (Exemplo 3, Secdo 5.1.2),
quantidade de multiplas cdpias presentes no banco de dados (Exemplo 4, Secdo 5.1.2)

ou de um determinado organismo, dentre outros.
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5.2. Aplicagao

Para exemplificar a utilizacdo do sistema ProBacter optou-se por apresentar

alguns casos que possam demonstrar o funcionamento do sistema desenvolvido.

5.2.1. Analise da Proteina hrpX

A proteina codificada pelo gene ArpX, esta envolvida na regulacdo da expressao
do grupo de genes responsaveis por codificar proteinas associadas a formacdo do
sistema de secre¢do do tipo III (TTSS). O TTSS ¢ essencial para a viruléncia em muitas
bactérias Gram-negativas que infectam plantas, animais ¢ humanos. Esses patdogenos
utilizam o TTSS para injetar proteinas conhecidas como efetoras dentro da célula
hospedeira para sobrepor as defesas do hospedeiro (HUECK, 1998; GALLAN &
COLMER, 1999). Os patogenos de plantas sdo capazes de translocar essas moléculas
efetoras mesmo através da parede celular, ausente em células de animais. Os
componentes desse sistema em plantas sdo codificados por genes hrp (hypersentive
response and pathogenicity). As proteinas efetoras secretadas t€ém a habilidade de
elicitar a reposta de hipersensibilidade (HR) em plantas resistentes e de patogenicidade
em plantas hospedeiras (ALFANO & COLLMER, 1997). Fora do agrupamento de
genes hrp estdo genes com funcao regulatorias, como por exemplo, hrpX e hrpG. Essas
proteinas ja foram descritas em espécies de diferentes dos géneros Xanthomonas
(WENGELNIK & BONAS, 1996; NOEL et al., 2002) e Ralstonia (CUNNAC et al.,
2004) como reguladores da expressdo de varios dos operons encontrados dentro do

agrupamento de Arp.
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Figura 20. Demonstrag¢do do agrupamento PBC6373 que contém o gene hrpX
descrito.

Uma consulta ao banco de dados utilizando o Gene Search procurando por hrpX
em Clusters resulta de dois agrupamento PBC6373 e PBC1483. O agrupamento
PBC6373 contém o gene hrpX descrito, e uma variagdo com relagdo anotacdo nos
diferentes organismos pode ser verificada (Figura 20). O agrupamento PBC1483
contém 15 entradas, e potencialmente contém genes que codificam um regulador da
transcricdo que poderia ser estudado mais detalhadamente quanto a sua funcdo em
relacdo ao cluster de genes Arp (Figura 21). Como pode ser observado, o resultado da
anotacdo dessas proteinas nos diversos projetos ¢ bastante diferente, incluindo uma
anotacdo como proteina hipotética. Neste caso, o sistema permite que o usuario avalie a
melhor anotagdo para o gene comparando-o com outros organismos. Com relagdo as
proteinas encontradas nas diferentes espécies de Xanthomonas, foram selecionadas as
seqiiéncias para fazer um alinhamento multiplo diretamente na pagina. O resultado do
alinhamento utilizando o programa CLUSTALW (Figura 22) indica que pode existir um
problema na predicdo do cddon de iniciacdo do gene hprX da Xanthomonas oryzae

quando comparada com ortélogos de outras espécies de Xanthomonas. Analisando
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comparativamente os genes vizinhos nos genomas dos diferentes organismos pode-se
verificar que este gene esta localizado em uma regido altamente conservada, no entanto,
esta regido estd inserida em um local de inversdo no genoma de Xanthomonas
campestris pv. campestris quando comparada a Xanthomonas axonopodis pv. citri € a

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Figura 22).
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Figura 21. Demonstracdo do agrupamento PBC1483 contendo 15 entradas e que
potencialmente contém genes que codificam um regulador da transcrigao.
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Figura 22. Resultado do alinhamento multiplo utilizando o programa
ClustalW, integrado ao sistema ProBacter, de cepas do género
Xanthomonas.



5.2.2. Analise da proteina hrcU

Os genes hrp que codificam componentes conservados do TTSS foram
renomeados para hrc (HR e conserved) (BOGDANOVE et al., 1996). Entre esses genes esta
0 hrcU, que codifica uma das principais unidades estruturais do sistema. Um dos mais
importantes métodos de andlise do ProBacter ¢ a ferramenta de agrupamento.
Utilizando o gene ArcU nas buscas por agrupamentos, resultou no grupo PBC509
contendo 39 entradas (Figura 23). O resultado do agrupamento (Figura 24 e 25a) pode
ser submetido a um novo agrupamento, gerando grupos menores com um maior grau de
similaridade. O re-agrupamento dividiu o agrupamento PBC509 em 4 grupos menores:
(i) contendo proteinas somente de espécies do género Pseudomonas, (ii) proteinas
somente de cepas de Xanthomonas e dois grupos menores contendo proteinas de (iii)
Agrobacterium e Sinorhizobium e (iv) contendo as proteinas de E. coli, Erwinia e
Ralstonia. Esses grupos menores podem entdo ser analisados separadamente (Figura

25b).
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Figura 23. Visdo geral dos resultados obtidos a partir da consulta por agrupamentos com HrcU, indicando os seguintes valores: o agrupamento presente no banco de dados, o
grupo de organismos, o produto, classificagdo de acordo com o COG, valor esperado e o sub-cluster (neste caso foi indicado o valor 1e-100 no campo Set expectation
treshold). As figuras (a) e (b) sdo vistas quando o usuario pede pela informagéo especifica de um gene, sendo entio direcionado para o moédulo de visualizagdo Gene Card (a),
onde pode fazer BLAST local (b) com a seqiiéncia de proteina contra parte ou todo o banco de dados. A interface do Local Blast foi modificada daquela utilizada pelo
programa SABIA (ALMEIDA et al., 2004) para atender aos propdsitos do sistema ProBacter.
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Figura 24. Interface interativa de visualizacdo dos agrupamentos. Cada ligacdo entre dois noés corresponde a um BBH. A qualidade de cada
ligacdo ¢ representada por uma escala de cores que varia entre a cor laranja (alto e-value) a cor vermelha (baixo e-value). Quando algum gene ¢
selecionado um boxe aparece (como o indicado) informando o organismo a que pertence, ¢ também ¢é direcionado ao Gene Card.
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Figura 25. Diagrama que mostra a relacdo entre os genes dado pelo agrupamento.Cada ligacdo entre os nos acima corresponde ao um BBH entre os dois genes. (a)
Esta figura, assim como a apresentada na figura 23, demonstra a disposi¢do do agrupamento formado; (b) Demonstra o resultado do re-agrupamento, considerando

um e-value de e-100.
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6. CONCLUSAO

Sistemas de informag¢ao evoluem com as mudangas de contexto e a necessidade
dos usuarios. Isso ¢ ainda mais critico em bioinformatica, devido ao avango rapido
nessa area. Para atender essa demanda, estes sistemas precisam ser extensiveis e
flexiveis. O modelo de dados ProBacter, um sistema de informagdo, contém as quatro
caracteristicas bdsicas que compdem este tipo de sistema: armazena as informagdes
utilizando um sistema gerenciador de banco de dados, utiliza ferramentas para
administracao dos dados, fornece modulos de busca, como por exemplo, Gene Search e
LDP, e o disponibiliza em um ambiente grafico amigavel. Esta base de dados atendeu
também aos requisitos de extensibilidade, permitindo que outros sistemas sejam
futuramente integrados, e os de flexibilidade, ou seja, foi capaz de acomodar a adigdo de
novos campos ¢ ainda promover a indexacdo de tabelas ja estruturadas. Estes sao
aspectos essenciais para a construcao de um modelo de dados.

Este banco de dados oferece um sistema para analise comparativa de genomas
microbianos, em particular de bactérias associadas as plantas. Os métodos de consulta
implementados possibilitaram a obtencdo de informacdes tanto por consultas pré-
definidas como por perguntas “livres” (LDP) ao banco de dados, permitindo que o
usuario desenvolva sua consulta sem que tivesse conhecimento de como esta base de
dados foi implementada. O sistema ProBacter possibilitou que fossem feitas buscas por
informagdes de similaridade e alinhamento de seqiiéncias, devido a sua integracdo com
ferramentas como BLASTP, ClustalW e T-Coffee. Ele forneceu também um método de
analise dos agrupamentos gerados, permitindo o acesso a lista de pares ou grupos de
seqiiéncias homologas, identificando possiveis relagcdes evolutivas, estruturais e

funcionais existentes entre as seqiiéncias. Ele permitiu a anotagdo manual de um dado
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gene, possibilitando que este sistema torne-se uma ferramenta para auxiliar na
identificacao de erros propagados por anotacao automatica.
Através do sistema ProBacter podemos chegar as seguintes conclusdes:

e O banco de dados foi criado para conter as informagdes de maneira uniforme de
genomas completos de bactérias associadas a plantas e permitir a analise
comparativa entre as informagdes armazenadas;

e Para cada uma das proteinas depositadas no banco de dados, foram incluidas
informagdes de referéncia cruzada com os bancos de dados: PDB, Swiss-Prot,
GenBank, PubMed, COG, GO, EMBL, InterPro, Ec Number. Com um total de
9 bancos de dados e 1.242.781 referéncias cruzadas;

e Os métodos de agrupamento e de transferéncia automatica da categorizagdo
funcional permitiram a categorizacao de 64,6% das proteinas no banco de dados.
Sendo que a maioria dos agrupamentos formados apresentou menos de 10
proteinas;

e Os métodos de buscas implementados permitiram a extragcdo de informagdes de
analise comparativa, tanto de maneira quantitativa quanto qualitativa. Entre as
informacdes obtidas, destacamos os 56 agrupamentos compostos por 355
proteinas pertencentes exclusivamente a bactérias fitopatogénicas e classificadas
como associadas a patogenicidade e adaptagdo ao hospedeiro;

e Foram integradas ao banco de dados, ferramentas que auxiliam na analise
comparativa de seqliéncias como BLAST, ClustalW, T-Coffee; ferramentas que
permitem a visualizacdo grafica e comparativa do posicionamento do gene no

genoma, assim como a formagao de agrupamentos pelo método utilizado.
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Assim, o presente trabalho visou responder aos principais questionamentos ja
mencionados de forma clara e facil, tendo o potencial de abordar temas recorrentes
como a interagdo hospedeiro-patogeno, patogenicidade, a determinagdo das funcdes de
genes hipotéticos por meio dos agrupamentos, dentre outros, através de uma avaliagao

qualitativa e quantitativa estando baseada na similaridade de seqiliéncias.

6.1. Perspectivas Futuras

e Aplicar outras técnicas de agrupamento dos genes mais elaboradas, para gerar
grupos de proteinas mais especificos.

e Implementar algoritmos de minera¢do de dados e reconhecimento de padrdes,
bem como o desenvolvimento de novos algoritmos de acordo com a necessidade para a
extra¢cdo de novas informagdes do banco de dados.

e Estender a Linguagem Declarativa do ProBacter (LDP) com o intuito de ir além
da linguagem SQL, integrando os algoritmos de minerac¢ao de dados.

e Desenvolver scripts de atualizacdo automatica para que novas informagdes
sejam integradas ao sistema.

e Fornecer, dentro do contexto da analise comparativa, deteccdo e correcdo de
erros da anotacao.

e Expandir os métodos de anotagao manual, como por exemplo, a possibilidade de
edi¢do das categorias funcionais e o armazenamento do historico da alteracdo das

informagdes provenientes das anotacdes.
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