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

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

 

Programa: Modelagem Computacional  

 

 

Esta dissertação resultou na implementação de uma abordagem computacional para a 

análise comparativa entre informações de genomas completamente seqüenciados de 

bactérias associadas à planta. O sistema desenvolvido foi denominado de Probacter e é 

composto de um banco de dados relacional e de ferramentas computacionais para a 

análise de seqüências, teve por finalidade agrupar as informações disponíveis em vários 

bancos de dados em um único ambiente, oferecer uma padronização às informações 

disponibilizadas e fornecer ferramentas para análises comparativas e de seqüências. O 

banco de dados contém informações provenientes de diversas fontes, incluindo as bases 

GenBank, Swiss-Prot, TrEMBL, Interpro, COG e GO. As proteínas foram organizadas 

dentro de grupos, utilizando a metodologia de BBH (Bidirectional Best Hit) e a 

anotação padronizada de acordo com a classificação funcional anteriormente descrita 

para o Projeto Genoma de bactérias do gênero Xanthomonas. Cada entrada 

disponibilizada pelo sistema numa interface amigável corresponde a uma ficha 

contendo informações sobre o gene e a proteína por ele codificada, incluindo a 

categorização funcional, a predição de domínios, a seqüência de aminoácidos da 

proteína, a ligação com os grupos gerados pelo BBH, referências direta a outros bancos 
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de dados, e as publicações científicas. 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 usuário tenha conhecimento 

prévio de linguagens como SQL e/ou da arquitetura desta base. Ferramentas de 

alinhamento múltiplo ClustalW e T-Coffee e o programa BLASTP também foram 

integradas a este sistema, permitindo que sejam feitas comparações entre seqüências 

internas e externas ao banco. O ProBacter integra ferramentas de visualização gráfica, 

que permite disponibilizar o posicionamento dos genes pertencentes a grupos no 

genoma de cada organismo e que permite visualizar as ligações durante a formação dos 

grupos formados pelo BBH. Por fim, um campo aberto é disponibilizado para que seja 

possível a intervenção de usuários na anotação de novas informações em determinada 

entrada, sendo as informações 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, TrEMBL, 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. INTRODUÇÃO 

 

O grande volume de dados gerados da análise de seqüência de genomas levou a 

novas aplicações para a informática no contexto da biologia. Hoje, de acordo com o 

banco de dados GOLD1 (Genomes Online Database) existem 506 projetos com 

genomas totalmente seqüenciados, e um total de 2.412 projetos de seqüenciamento 

estão em andamento (estatística de fevereiro de 2007). Entre os organismos com 

genomas completamente seqüenciados estão as bactérias associadas às plantas2. Estas 

bactérias vivem durante parte ou todo seu ciclo de vida, em contato com diferentes 

partes das plantas, podendo ser restrita aos vasos xilemáticos, viver entre e/ou dentro 

das células de diversos tecidos ou ainda na parte aérea ou na raiz. Algumas destas 

bactérias são patogênicas, sendo responsáveis por causar doenças que ocasionam perdas 

economicamente relevantes para a agricultura, tais como: o cancro que manifesta-se 

através de lesões em folhas, frutos e ramos; a murcha,  principal doença vascular de 

plantas, fazendo com que a planta murche e seque completamente, em estágios  

avançados da doença; ou o  raquitismo, que na cana-de-açúcar causa atrofia dos colmos 

e internódios curtos , reduzindo a produtividade agrícola;  outras estabelecem uma 

relação de simbiose, como é o caso das bactérias fixadoras de nitrogênio.  

Organismos de espécies relacionadas são muitas vezes escolhidos para projetos 

de seqüenciamento, porque a comparação entre as seqüências tem o potencial de revelar 

o conteúdo diferencial de cada genoma. É neste conteúdo específico que podem estar 

presentes os genes associados à patogenicidade da bactéria, aqueles que estão 

potencialmente envolvidos na interação com os seus hospedeiros e também, aqueles 

                                                 
1 Disponível em http://www.genomesonline.org (Último acesso em 11/02/2007). 
2 Bactérias associadas a plantas, são definidas neste trabalho, como àquelas que vivem em contato com 

plantas. 
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necessários à sobrevivência no ambiente em que vivem. Nas análises comparativas, 

ferramentas computacionais são fundamentais para promover o processamento e o 

cruzamento das informações biológicas geradas em projetos independentes. Por 

exemplo, a criação de bases de dados permite o armazenamento, a administração, a 

extração e a difusão generalizada e sistemática da informação biológica, 

disponibilizando, ferramentas computacionais desenvolvidas para atualizar, pesquisar e 

recolher dados armazenados no sistema3. Assim, maximizando a quantidade de 

informações biológicas extraídas a partir das seqüências de DNA facilitando a 

comparação dos dados. Durante o processo de anotação (etapa onde as informações 

biológicas são associadas às seqüências de aminoácidos), cada projeto define a melhor 

maneira de classificar os genes preditos em categorias funcionais. De modo geral, os 

campos de anotação não são padronizados, dificultando a comparação direta entre os 

dados gerados de forma independente. A análise comparativa pode ser facilitada quando 

as informações estão organizadas em um único ambiente, possibilitando o acesso livre e 

fácil à informação (através da Internet) e disponibilizando um método para extrair a 

informação necessária. 

O objetivo deste trabalho foi implementar uma base de dados para armazenar as 

seqüências e as informações biológicas (vias metabólicas, dados sobre a anotação dos 

genes, dentre outros), extraíndo-as a partir de projetos genoma e bancos de dados 

públicos. A intenção é auxiliar na administração e organização destes dados, permitindo 

o estabelecimento de relações entre parâmetros que foram definidos independentemente 

para a classificação funcional dos genes, a entrada de algoritmos de análise e que 

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

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

alinhamento de seqüências e de visualização, e as disponibilizam publicamente. 
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deste trabalho denominada de ProBacter (Proteomas4 de Bactérias Associadas à Plantas) 

foi especificamente desenvolvida para conter os dados da análise de genomas 

completamente seqüenciados de bactérias associadas à plantas. As proteínas preditas 

foram organizadas dentro de grupos de genes, utilizando a metodologia de BBH 

(Bidirectional Best Hit) (OVERBEEK et al., 1999) e a anotação padronizada de acordo 

com a classificação funcional descrita para o Projeto Genoma de bactérias do gênero 

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 análises comparativas de genomas de bactérias associadas às plantas, na 

tentativa de organizar e permitir o acesso eficiente e rápido a estas informações via Web 

para auxiliar pesquisadores interessados nas relações planta-bactéria no 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
4    O termo Proteoma foi usado para indicar que o genoma teve sua seqüência completamente 

seqüenciada e seus genes anotados. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Esta revisão contém dois focos principais, sendo o primeiro o de apresentar as 

bactérias que vivem associadas à plantas e as informações que foram geradas nos 

projetos de seqüenciamento de genomas completo; e o segundo referente aos bancos de 

dados biológicos disponíveis até o momento, considerando o tipo de informação 

armazenada, a abrangência e os objetivos de cada um. 

 

   2.1. Genômica de Bactérias Associadas à 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 (epifíticas), (ii) infectando os 

tecidos internos em interações que provocam doenças nos hospedeiros (patógenos) 

(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 et 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 funções importantes no processo de 

adaptação das plantas. Tais organismos podem promover o crescimento vegetal, 

conferir ao seu hospedeiro resistência a estresse e as alterações fisiológicas, ou proteger 

contra herbívora e organismos patogênicos (NETO et al., 2004).  Estão presentes em 

todas as espécies vegetais, permanecendo em estado de latência ou colonizando 

ativamente os tecidos de forma local ou sistêmica (endofíticas) (NIERMAN et al., 

2001; BLATTNER et al., 1997; PAULSEN et al., 2005; NELSON et al., 2002; IKEDA 
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et al., 2003; BENTLEY et al., 2002), e (iv) ainda interagindo com o hospedeiro numa 

relação em que bactéria e planta podem se beneficiar mutuamente (simbiontes) 

(KANEKO et al., 2000; GALIBERT et al., 2001). Toda essa diversidade está presente 

também na composição 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 número de genes (VAN SLUYS et al., 2002). De maneira geral, dispõem 

uma quantidade maior de genes que codificam proteínas transportadoras e reguladores 

da transcrição (SETUBAL, MOREIRA & DA SILVA, 2005). Uma exceção interessante 

é a bactéria heterotrófica 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 estão presentes na maioria dos casos em bactérias que 

são parasitas intracelulares obrigatórios como descrito para o cromossomo da espécie 

Mycoplasma genitalium (FRASER et al., 1995), o menor genoma de bactéria 

seqüenciado até o momento.  

Nos últimos anos, o seqüenciamento do genoma de bactérias que ocupam os 

mais diversos nichos teve como um dos objetivos comparar o conteúdo de genes entre 

eles e definir aqueles que são específicos a um determinado grupo de organismos. 

Assim, possibilitando a criação de hipóteses sobre os genes essenciais à sobrevivência 

em determinada condição, que pode ser, por exemplo, ambiental, de patogenicidade, 

simbiose, ou outra condição qualquer de interesse.  

Fleischmann e colaboradores (1995) foram responsáveis pelo primeiro 

seqüenciamento completo do genoma de um organismo procarioto, a bactéria 

Haemophilus influenzae, causadora de doenças em humanos. Desde então, o número 

total de genomas completamente seqüenciados cresceu rapidamente (Figura 1).  Esse 

avanço foi possível em grande parte devido à automação dos métodos de 
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seqüenciamento e a estratégia conhecida como Shotgun que se baseia em fragmentar o 

genoma em pedaços pequenos possibilitando o seqüenciamento (FLEISCHMANN et 

al., 1995), que permitiu uma redução no tempo e nos custos do seqüenciamento de 

genomas. 

   

 
 

Figura 1. Número de genomas publicados na década passada (1995 – 2005) e número total 
de pares de bases (BINNEWIES et al., 2006). 

 

 
 

Entre os organismos que tiveram seu genoma completamente sequenciado, a 

primeira bactéria com importância econômica para a agricultura a ter a sua seqüência 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 às plantas com genomas completamente 

seqüenciados (Tabela 1) e a Tabela 2 resume as principais características estruturais 

desses genomas.  
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Organismo Grupo taxonômico Coloração 
Gram 

Doença ou Aplicações Hospedeiro Principal Referência 

Agrobacterium tumefaciens C58 (Cereon e Wash) Alpha-proteobacteria - Galha-da-coroa Plantas dicotiledôneas em 
geral. 

GOODNER et al., 2001 e 
WOOD et al., 2001 

Mesorhizobium loti MAFF303099 Alpha-proteobacteria - Fixadora de nitrogênio Plantas leguminosas KANEKO et al., 2000 

Sinorhizobium meliloti 1021 Alpha-proteobacteria - Fixadora de nitrogênio Plantas leguminosas GALIBERT et al., 2001 

Ralstonia solanacearum GMI1000 Beta-proteobacteria - Murcha Bacteriana Batateiros SALANOUBAT et al., 
2002 

Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043 Gamma-proteobacteria - Talo oco dos batateiros Batateiros  BELL et al., 2004 

Pseudomonas syringae phaseolicola 1448ª Gamma-proteobacteria - Podridão dos feijoeiros Feijoeiro JOARDAR et al., 2005 

Pseudomonas syringae pv. B728a Gamma-proteobacteria - Queima bacteriana do feijão 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 - Podridão negra das 
crucíferas 

Arabidopsis e Brassica QIAN et al.., 2005 

Xanthomonas campestris pv. campestris str. 
ATCC33913 

Gamma-proteobacteria - Podridão negra das 
crucíferas 

Arabidopsis e Brassica DA SILVA et al., 2002 

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 Temecula1 Gamma-proteobacteria - Doença de Pierce Videiras VAN SLUYS et al., 2003 

Leifsonia xyli subsp. xyli str. CTCB07 Actinobacteria + Raquitismo da soqueira Cana-de-açúcar MONTEIRO-VITORELLO 
et al., 2004 

  Tabela 1. Listas dos organismos utilizados como grupo de estudo deste trabalho. 
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   Tabela 2. Características gerais dos genomas listados na Tabela 1. 

 
Composição do Genoma 

 

 
 
 
 
 
 
 

Organismos 
 

 
Tamanho 

(Mpb) 

 
Conteúdo 

de CG (%) 

 
Seqüências 

codificadoras 

 
 
 

com função 
putativa 

 

 
 
 

hipotéticos 

 
 
 

operon de 
rRNA 

 
tRNA 

 
Plasmídeos 

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 Temecula1 2,5 52 2.066 1.362 704 2 49 1 
L. xyli pv. Xyli 2,5 68 2.044 307 321 1 45 - 
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A árvore filogenética (figura 2) foi gerada com base na região 16S rRNA do 

gene ribossomal dos organismos utilizados no banco de dados, juntamente com o 

genoma completo de espécies consideradas modelo em estudos biológicos e que 

representam cada um dos grandes grupos taxonômicos foram adicionados ao trabalho 

(Tabela 3). Entre elas estão 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 taxonômico 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 taxonômico 

Actinobactéria que engloba bactérias Gram-positivas é o menos representativo, 

entretanto, compreende a bactéria fastidiosa, Leifsonia xyli (MONTEIRO-VITORELLO 

et al., 2004). Este organismo é o único que esta no banco de dados, até o momento, que 

representa as Gram-positivas causadoras de doenças em plantas e que teve seu genoma 

completamente seqüenciado.  
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Figura 2. Árvore filogenética das regiões SSU rRNA (16S) do gene ribossomal dos organismos que estão hoje incluídos no sistema ProBacter. A 
mesma foi construída 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 árvore filogenética. 

Proteobacteria  
Gram-negativa 

Gram-
positiva 

α 

β 

γ 
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  Tabela 3. Listas dos organismos utilizados como referência em análises comparativas. 

Organismo Grupo taxonômico Linhagem 
Gram 

Doença ou Aplicações Hospedeiro Principal Referências 

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 - Epifítica - PRUST et al., 2005 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv Actinobacteria + Tuberculose Humanos COLE et al., 1998 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 Gamma-proteobacteria - Infecção oportunista Humanos STOVER et al., 2000 

Pseudomonas entomophila L48 Gamma-proteobacteria - Morte de Insetos Insetos VODOVAR et al., 2006 

Pseudomonas fluorescens Pf 5 Gamma-proteobacteria - Vida-livre - PAULSEN et al., 2005 

Pseudomonas fluorescens PfO 1 Gamma-proteobacteria - Vida-livre - Não publicada 

Pseudomonas putida KT2440 Gamma-proteobacteria - Vida-livre - NELSON et al., 2002 

Ralstonia eutropha JMP134 Beta-proteobacteria - Vida-livre - Não publicada 

Ralstonia metallidurans CH34 Beta-proteobacteria - Vida-livre - Não publicada 

Streptomyces avermitilis MA-4680 Actinobacteria - Vida-livre - IKEDA et al., 2003 

Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria - Vida-livre - BENTLEY et al., 2002 
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 2.2. Bancos de dados 
 

Como discutido no item anterior, as informações obtidas a partir das seqüências 

completas dos genomas têm ajudado a entender e desenvolver hipóteses a respeito dos 

mecanismos de patogenicidade e sobre a biologia das bactérias que vivem associadas às 

plantas. O volume crescente de informações disponíveis extraídas de genomas 

completamente seqüenciados levou ao desenvolvimento de novos algoritmos, bancos de 

dados e softwares sofisticados que auxiliam nas análises e comparações entre as 

seqüências disponíveis e o cruzamento entre as informações biológicas inferidas a partir 

dessas seqüências. Entretanto, vale ressaltar que não é uma tarefa fácil criar e manter 

um banco de dados, pois existem dificuldades para o desenvolvimento de plataformas 

que consigam representar fielmente ou aproximadamente as relações que podem ser 

feitas entre os componentes de um ou de vários sistemas biológicos. Outra dificuldade 

encontrada pelos desenvolvedores de bancos de dados são os tipos de consultas que 

podem ser feitas, pois estas devem ter como requisito básico proporcionar ao usuário, 

uma interface de fácil entendimento, a execução de consultas complexas e mais 

elaboradas, assim como apresentar os resultados de uma maneira organizada. 

Atualmente, existem 968 bancos de dados na área de biologia molecular, 

segundo informações publicadas na revista Nucleics Acids Research (NAR)5 

(GALPERIN, 2007), alguns deles podem ser vistos na Tabela 4. Esta grande 

diversidade de sistemas de informação (ou sistemas)6 que integram tanto dados de 

seqüências genômicas como dados de seqüências de proteínas, receberam uma 

classificação didática pela NAR sendo que estes são subdivididos em categorias de 

                                                 
5 A revista NAR (disponível em http://nar.oxfordjournals.org/) faz um apanhado dos bancos de dados de 
biologia molecular existentes, e publica anualmente uma coleção deles. 
6 Sistemas de informação ou sistemas mencionados neste trabalho são os bancos de dados que integram as 
seqüências dos genomas que desejam estudar e ferramentas computacionais para auxiliar nas análises. 
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acordo com a finalidade a que pertencem, como: (i) aqueles que armazenam todas as 

seqüências; (ii) seqüências genômicas; (iii) estrutura e seqüência de proteínas; (iv) 

aqueles dedicados a vias metabólicas; e (v) aqueles com finalidade específica. 

Entre os bancos de dados mais importantes que se encaixam na primeira 

classificação citada e dos primeiros a serem estabelecidos estão os que armazenam as 

informações de seqüência de DNA e proteínas, independentes do organismo, tamanho 

da seqüência ou função. São as bases de dados:  GenBank7 (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 seqüências genômicas, estão também os sistemas de 

informação que procuram integrar as informações entre os genomas de bactérias 

completamente seqüenciados, como o sistema CMR (Comprehensive Microbial 

Resource) (PETERSON et al., 2001) do consórcio TIGR8 (The Institute for Genomic 

Research). O Ominione é banco de dados associado ao sistema CMR que divide as 

informações em níveis (nível genômico, nível do gene) contendo dados sobre conteúdo 

de CG do DNA até propriedades químicas das proteínas, tais como, peso molecular ou 

hidrofobicidades, categoria funcional (retirada do sistema COG), função exercida pelo 

gene, grupo taxonômico ao qual o organismo pertence e ligações com outros bancos de 

dados públicos (PETERSON et al., 2001). A comparação dos genomas no CMR pode 

ser feita através de buscas pré-definidas ao banco de dados. Objetivos semelhantes têm 

o banco de dados IMG (The Integrated Microbial Genomes System) (MARKOWITZ et 

al., 2006). Este banco de dados integra e administra informações de genomas 

microbianos e alguns genomas selecionados de eucariotos provenientes de diversas 
                                                 
7 Banco de dados de seqüência vinculado ao NCBI (National Center for Biotechnology Information) e 
este se encontra em www.ncbi.nlm.nih.gov/. 
8 TIGR disponível em www.tigr.org/ é um centro dedicado a armazenar genomas. 
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fontes. Desta forma, o mesmo incorpora informações de seqüências, modelos de genes 

preditos computacionalmente e manualmente curados, relações de similaridade pré-

computadas entre as seqüências, anotação funcional e dados de vias metabólicas. Neste 

caso a busca aos dados pode ser realizada em três níveis: genoma (organismo), funções 

(termos e vias) e gene. Uma análise comparativa dos genomas é fornecida pelo sistema 

IMG através de um conjunto de ferramentas que permitem que os genomas sejam 

comparados, disponibilizando os dados estatísticos de genes organismo-específico e 

seqüências 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 análise comparativa de genomas completos 

de microrganismos baseados na classificação de genes ortólogos geradas por um 

algoritmo de classificação hierárquico desenvolvido especificamente para este sistema 

(UCHIYAMA, 2007). O sistema permite que o usuário gere sua própria tabela de 

classificação usando o algoritmo hierárquico, bastando especificar um grupo de 

organismos e alguns parâmetros 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 ortólogos construídos por processos automatizados, o MBGD 

permite que o usuário classifique os genes dinamicamente. (UCHIYAMA, 2007).  

O banco de dados COG (Cluster of Orthologous Groups) (TATUSOV et al., 

1997, 2003) compreende grupo de proteínas preditas codificadas por genomas 

procarióticos e atualmente eucarióticos, cujos genomas foram completamente 

seqüenciados. Este sistema fornece uma classificação filogenética destas proteínas, 

caracterizando uma importante fonte de informação em genômica funcional e evolutiva. 

Permite que o usuário tenha acesso aos dados pré-computados por meio de várias 

páginas que são navegáveis, como por exemplo, padrões filogenéticos, classificações 
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funcionais, e uma lista contendo os grupos de genes ortólogos por categoria funcional 

ou por via metabólica e co-ocorrência em COGs. Os genes no banco de dados COG são 

agrupados de acordo com o critério de similaridade definido pelo algoritmo 

desenvolvido para o sistema, o 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 seqüências de proteínas preditas disponíveis de bactérias, provenientes 

de outros bancos de dados, e estas são classificadas dentro de famílias de genes 

homólogos determinadas pela sua similaridade (PERRIÈRE et al., 2006).  Entretanto, os 

dois sistemas de informação citados possuem limitações quanto aos tipos de busca 

disponíveis, fazendo com que o usuário tenha que percorrer por grande parte do banco 

de dados para obter sua informação, além de não ser possível fazer consultas mais 

complexas a base de dados. 

Outros sistemas de informação que integram diferentes bancos de dados e que 

também reunem informações a respeito das interações moleculares em processos 

biológicos, dados sobre as características do gene e proteínas e dados sobre a vasta 

gama de componentes químicos e reações. Exemplos desse tipo de banco de dados são 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 reúnem informações de genes, genomas e vias metabólicas de diversos 

organismos. Outros bancos de dados com informações vindas de diferentes genomas 

são: 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 

limitações quanto a complexidade de consultas. 
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Existem bancos dedicados a armazenar, administrar e disponibilizar informações 

de seqüência e função das proteínas. Com o número crescente de genomas 

completamente seqüenciados e de projetos que analisam o transcriptoma de uma grande 

variedade de organismos, a atenção está hoje voltada para a identificação e função das 

proteínas codificadas por esses genomas. Recentemente, o UniProt (Universal Protein 

Resource) que engloba um catálogo contendo informações de proteínas (APWEILER et 

al., 2004 e THE UNIPROT CONSORTIUM, 2007) foi criado e é hoje um repositório 

central de informações de proteínas, 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 é um banco de dados que concentra as informações biológicas 

disponíveis a seqüência de proteína através de programas de anotação automática e 

predição de estrutura e domínios, e também através de uma detalhada anotação 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 há cinco anos devido ao grande número de 

genomas de bactérias completamente seqüenciados que estão disponíveis em bancos de 

dados públicos (GATTIKER et al., 2003). A cada novo genoma completo, todas as 

proteínas preditas traduzidas a partir da seqüência de nucleotídeos são incorporadas ao 

banco TrEMBL. O banco de dados TrEMBL concentra mais do que 500.000 proteínas 

oriundas desses genomas, que precisam ser anotadas manualmente. O HAMAP é um 

sistema que anota uma porcentagem de cada proteoma de bactéria automaticamente; o 
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sistema está direcionado para a anotação de proteínas que pertencem a famílias ou 

subfamílias bem definidas. O principal objetivo é produzir entradas de alta qualidade de 

acordo com os padrões da anotação manual UniProt/SWISS-PROT. Para alcançar esse 

objetivo, são criadas manualmente regras de famílias, que permitem definir o nível e a 

extensão da anotação que é propagada para cada membro da família por similaridade. 

Toda a informação é manualmente adicionada depois de uma revisão detalhada da 

literatura disponível (GATTIKER et al., 2003).  

Considerando ainda a anotação de proteínas preditas, o InterPro (MULDER et 

al., 2007) é um banco de dados que acumula informações sobre domínios, motivos e 

regiões conservadas nas proteínas e famílias de proteínas 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 próprios. 

Outro banco de dados que integra informações sobre proteínas, especificamente 

informações de estruturas tridimensionais é o PDB (Protein Data Bank), que contém 

uma coleção de estruturas de proteínas comprovadas experimentalmente de diferentes 

organismos, bem como as informações gerais e específicas e os métodos usados para a 

determinação das mesmas (BERMAN et al., 2000). 

 Existem também bancos de dados que integram informações provenientes de 

outros sistemas de informação, proporcionando uma visão mais analítica 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 submissão de dados de anotação, acesso e consulta por 

informações referentes a esta bactéria, possuindo ligações com bancos de dados 

correlacionados. Semelhante a esse, é o banco de dados LEGER desenvolvido para 

análises funcionais dos genomas provenientes do projeto de seqüenciamento de 

diferentes linhagens de Listeria, com o objetivo de melhorar as anotações originais 

(DIETERICH et al., 2006).  

 Com o objetivo de analisar comparativamente seqüências de genômas de 

bactérias associadas a plantas está o sistema PABdb (VAN SLUYS et al., 2002; 

DIAGIAMPETRI, MEDEIROS & SETUBAL, 2003). Desenvolver bancos de dados 

com um propósito específico é uma pratica cada vez mais comum hoje em dia, já que 

várias espécies de um determinado gênero ou o genoma de diversas linhagens da mesma 

espécie tem sido seqüenciado. Neste sentido, o PABdb (Plant Associated Bacteria 

database) foi construído para promover a análise comparativa de oito genomas de 

bactérias associadas às plantas. Este banco de dados usou como base para a comparação 

entre os genomas a formação de agrupamentos de genes em famílias utilizando o 

programa BLASTP (protein – protein Basic Local Alignment Search Tool 

[ALTSCHUL et al., 1990] ). As análises comparativas obtidas com a utilização deste 

banco de dados foram descrita por Van Sluys e colaboradores (2002). No entanto, não é 

um banco de dados disponível para o acesso público. 

 Foram descritos aqui sistemas de informação que possuem relevância 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 último 

descrita, banco de dados com objetivos específicos a determinado grupo de organismos, 

como os sistemas PseudoCAP, o LEGER e o PABdb. No entanto, o sistema 

desenvolvido além de auxiliar nas análises comparativas, integrar ferramentas 



 19 

computacionais e informações de outros bancos de dados, tenta disponibilizar ao 

usuário métodos de consulta mais robustos e que permitam buscas mais complexas e 

elaborada obtendo os resultados de forma rápida e organizada. 

 

Tabela 4. Lista de bancos de dados citados nesta revisão e disponíveis para análise 
comparativa de genomas microbianos.  

Nome do banco 
de dados 

Nome completo ou 
descrição 

Referências URL 

Bancos de dados que armazenam todas as seqüências 
GenBank Banco de dados de 

seqüências genômicas 
BENSON et al., 
2007 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ 

EMBL  European Molecular 
Biology Laboratory 

KULIKOVA et al., 
2007 

www.ebi.ac.uk/embl/ 

DDBJ  DNA Data Bank of 
Japan 

SUGAWARA et 
al., 2007 

www.ddbj.nig.ac.jp/ 

Bancos de dados dedicados a seqüências genômicas 
CMR  Comprehensive 

Microbial Resource 
PETERSON et al., 
2001 

http://cmr.tigr.org/tigr-
scripts/CMR/CmrHomePage.cgi 

IMG  The Integrated 
Microbial Genomes 
System 

MARKOWITZ et 
al., 2006 

http://img.jgi.doe.gov/cgi-
bin/pub/main.cgi 

MBGD  Microbial Genome 
Database for 
Comparative Analysis) 

UCHIYAMA, 
2003, 2007 

http://mbgd.genome.ad.jp/ 

COG  Cluster of Orthologous 
Groups 

TATUSOV et al., 
1997, 2003 

www.ncbi.nlm.nih.gov/COG 

Bancos de dados dedicados a vias metabólicas 
HOBACGEN  Homologous Bacterial 

Genes 
PERRIÈRE et al., 
2006 

http://pbil.univ-
lyon1.fr/databases/hobacgen.html 

 KEGG Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes 

KANEHISA & 
GOTO 2000 

www.genome.jp/kegg/ 

MetaCyc 
 

Banco de dados de vias 
metabólicas e enzimas 

CASPI et al., 2006 http://metacyc.org/ 

MicrobesOnline  Ferramenta para 
comparar genomas 
procariotos 

ALM et al., 2005 http://www.microbesonline.org/ 

Entrez Genome Banco de dados que 
fornece informações 
archeas, bactérias, vírus, 
eucariotos, viroids e 
plasmídeos 

WHEELER et al., 
2006 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
entrez/query.fcgi?db=Genome 

PUMA2 Análise evolucionária 
do Metabolismo 

MALTSEV et al., 
2006 

http://compbio.mcs.anl.gov/puma2/ 

BacMap Atlas interativo para 
explorar genomas 
microbianos 

STOTHARD et al., 
2005 

http://wishart.biology.ualberta.ca/B
acMap/ 

Bancos de dados dedicados à estrutura e seqüência de proteínas 
UniProt  Universal Protein 

Resource 
THE UNIPROT 
CONSORTIUM, 
2007 

www.uniprot.org/ 

InterPro Dedicado a familia de 
proteínas, domínios e 
regiões funcionais 

MULDER et al., 
2007 

http://www.ebi.ac.uk/interpro/ 

Continua.
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SWISS-PROT  

 

Swiss-Prot Knowledege 
Database 

BOECKMANN et 
al., 2003 

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

TrEMBL Translated EMBL BOECKMANN et 
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 
domínio de proteínas, 
famílias e sítios ativos  

HULO et al., 2004 http://ca.expasy.org/prosite/ 

PRINTS Banco de dados de 
domínio de proteínas  

ATTWOOD et al., 
1999 

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

ProDom Ferramenta para análise 
de dmínio de proteína e 
comparação de genomas 
completos  

CORPET et al., 
2000 

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

Pfam Protein families  BATEMAN et al., 
2004 

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

SMART Simple Molecular 
Architeture Research  
Tool 

SCHULTZ et al., 
2000; LETUNIC et 
al., 2006 

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

TIGRFAMs Banco de dados dedica a 
família de proteínas 

SELENGUT et al.., 
2007 

www.tigr.org/TIGRFAMs/ 

PIRSF Sistema de classificação 
de famílias de proteínas  

WU et al., 2004 http://pir.georgetown.edu/pirsf/ 

SUPERFAMILY Designação de 
homologia a seqüência 
genômicas usando uma 
biblioteca de cadeia de 
Markov oculta para 
estrutura de proteínas 

WILSON et al., 
2007 

http://supfam.org/SUPERFAMILY/ 

PANTHER Protein ANalysis 
THrough  Evolutionary 
Relationship 

MI et al.., 2007 http://www.pantherdb.org/ 

PDB  Protein Data Bank BERMAN et al.., 
2000 

www.rcsb.org/pdb/ 

Bancos de dados com finalidade específica 
PABdb Banco de dados 

construído para promover 
analise comparativa de 
genomas de bactérias 
associadas às plantas 

Não foi 
publicado. 

Não esta disponível publicamente. 

PseudoCAP  Pseudomonas aeruginosa 
Genome Database 

WINSOR et al.., 
2005 

http://www.pseudomonas.com/ 

LEGER Banco de dados para 
análises funcionais dos 
genomas do projeto de 
seqüenciamento de 
Listeria 

DIETERICH et 
al., 2006 

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 análise comparativa dos genomas de bactérias associadas às plantas 

armazenadas no banco de dados. Os objetivos específicos foram: 

 

1. Criar um banco de dados, o ProBacter, que contenha as informações das 

proteínas preditas nos genomas completamente seqüenciados; 

2. Agrupar as proteínas em grupos funcionais; 

3. Padronizar a categorização funcional das proteínas com base na classificação 

descrita para o Projeto Genoma da Xanthomonas; 

4. Disponibilizar as informações geradas publicamente através de uma interface 

amigável. 
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4. METODOLOGIA 

 

Neste capítulo será apresentado o banco de dados ProBacter, que é uma base de 

dados sobre a qual o estudo desta dissertação foi aplicado. Um modelo de dados deve 

conter todas as entidades e atributos necessários 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. 

 

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

 

 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 dá origem a uma tabela ou relação. Assim obteve-se: Organisms 

(contendo informações referentes à bactéria) e Gene_card (constituído de dados do 

conjunto de genes pertencentes ao genoma) (Figura 4). 

 

1 N 
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Figura 4. Modelo de dados usado como base para o sistema 
ProBacter. CP representa as chaves primárias e CE representam as 
chaves estrangeiras. O campo GI esta indicado também como 
chave estrangeira, pois estabelecerá ligações entre as outras tabelas 
que serão descritas a seguir. 

 

 
A definição dos atributos de cada entidade é incluída em uma tabela que 

armazena informações relevantes sobre estes genomas. A tabela Organisms inclui 

informações sobre as características individuais do genoma das bactérias. A seleção de 

seus atributos foi feita considerando as características biológicas de cada organismo 

como nos trabalhos publicados que apresentam os dados de seqüenciamento. Assim, 

foram obtidos os seguintes campos: nome do organismo (Organism), replicons 

(Replicon), grupo taxonômico a que pertence (Taxonomy), bem como seu número de 

identificação (NCBI_Taxy_Id), tipo de coloração Gram (Gram_Stain), tamanho do 

genoma (Size), tipo de interação com o hospedeiro (Host_Interaction), doença causada 

(quando patogênico) (Disease), tipo de hospedeiro (Host), breve descrição da bactéria 

(Description), principal publicação (Publication) e número de identificação do 

organismo (Id_Organism). 
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 A tabela Gene_card é composta pelas informações do conjunto de genes que 

compõem um dado genoma. O procedimento para definir os atributos foi baseado no 

banco de dados do NCBI, que possui uma coleção de genomas completamente 

seqüenciados, incluindo dados de anotação como: posição do gene dentro do genoma 

(Start e End), orientação do gene (Strand), tamanho do gene (Length), nome do gene 

(Gene), sinônimo (OrderedLocusNames), produto (Product), nome do organismo 

(Organism), seqüência de aminoácidos da proteína (Seq_Aa), número de identificação 

do gene (GI), e o número taxonômico (Taxy_Id) e do organismo (Id_Organism). 

Para compreender um banco de dados baseado no modelo relacional, é de 

fundamental importância conhecer e entender o funcionamento dos diferentes tipos de 

“chaves” que podem ser usadas. Quando se faz menção ao termo chave primária (CP) 

está se referindo ao menor conjunto de campos/atributos de uma tabela que a 

representam univocamente; ou seja, cada um dos registros de uma relação possui 

somente um significado ou interpretação. Um atributo que se repete em diferentes 

tabelas pode ser considerado redundante, porém esta redundância existe com um 

propósito: ela auxilia em buscas onde se faz necessário consultar diferentes tabelas. 

Estes atributos podem ser definidos como chave estrangeira (CE), que é formada através 

de um relacionamento com a chave primária 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 versão 

3.23.46. As interfaces gráficas do sistema foram hospedadas em um servidor SUN-Fire 

e com servidor Web Apache. A conexão com o banco de dados foi feita através de 
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scripts programados em PERL versão 5.6.1. Este sistema tem como objetivo comparar 

genomas de bactérias associadas às plantas. Hoje são administrados 31 genomas 

completos, incluindo bactérias de diversos nichos ecológicos como: patogênicas e não 

patogênicas, simbiontes e de vida-livre, grupos taxonômicos distintos (ver Tabela 1 e 2). 

O propósito do sistema ProBacter é capturar as informações importantes sob o ponto de 

vista biológico, fornecer uma descrição de todas as proteínas como categoria funcional, 

referências cruzadas e predição de domínios que foram resultantes da análise do 

genoma dessas bactérias, e também de análises realizadas por outros grupos de pesquisa 

e disponibilizadas publicamente (Figura 5).  

 

 
Figura 5. Representação do modo como as informação do modelo de dados ProBacter foram 
organizadas até chegarem ao usuário final. 
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  4.2.1. Cruzamento de Referências 
 

Como mencionado anteriormente, o banco de dados ProBacter tem por 

característica integrar informações provenientes de outras bases. Isto é necessário para 

que diferentes tipos de dados sejam “cruzados”, aumentando a abrangência das 

referências de um dado gene. Optou-se por extrair informações dos seguintes bancos de 

dados: NCBI, EMBL, HAMAP, InterPro, PDB, Pfam, Swiss-Prot, KEGG e PubMed, 

e a partir de cada um desses uma tabela é criada contendo seus devidos atributos, a 

saber: números de acesso ao banco de dados selecionado e categorias funcionais 

(quando ocorrer). Estas informações provêm das bases de dados Swiss-Prot, TrEMBL, 

GO e COG, e foram agregadas ao ProBacter automaticamente. Dessa forma, foi 

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

 

 
 

Figura 6. Diagrama ER para o segundo modelo parcial dos dados do ProBacter, 
incluindo os relacionamentos do cruzamento das referências (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 proteínas dentro de grupos de genes. Este método é uma 

estratégia para detecção de grupos de genes conservados, que tem como base a seguinte 

definição: dado dois genes Xa e Xb de dois genomas Ga e Gb, Xa e Xb são chamados 

de melhor hit bi-direcional (BBH), se e somente se, houver similaridade reconhecida 

entre eles (OVERBEEK et al., 1999); ou seja, se Xa possuir melhor hit com Xb e este 

possui melhor hit com Xa (Xa ↔ Xb). Entende-se aqui por similaridade reconhecida, o 

parâmetro “valor esperado” (e-value9) do programa de alinhamento de seqüências 

BLASTP (protein – protein Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 

1990), onde esse valor deve ser menor que 1.0 x 10-5 e o alinhamento entre as 

seqüências possuir pelo menos 60% de cobertura. O agrupamento é construído por meio 

do alinhamento de seqüências de cada genoma contra todos os outros genomas através 

do programa BLASTP. Todos os hits obtidos são então armazenados em uma tabela do 

MySQL e, em seguida, é utilizado um algoritmo para a formação dos grupos de genes 

cuja ligações são definidas pelo BBH. 

 Como a estratégia acima havia sido implementada anteriormente para outros 

trabalhos desenvolvidos no Laboratório de Bioinformática do Laboratório Nacional de 

Computação Científica (ALMEIDA et al., 2004), esta implementação foi utilizada no 

sistema ProBacter. Optou-se por formalizar esta estratégia de formação de 

agrupamentos nesta dissertação para a discussão de sua complexidade e funcionamento, 

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

                                                 
9  O e-value é um parâmetro que descreve o número de hits que são “esperados” ao acaso quando se faz 

consulta em um banco de dados de tamanho particular. 
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A análise de complexidade deste algoritmo depende fortemente da escolha de 

como as estruturas de dados L, L2 e D do algoritmo foram implementadas. Caso esta 

escolha seja ignorada temporariamente, este algoritmo possui complexidade O(n.m), 

onde “n” representa o número total de genes e “m” o número máximo de ligações que 

um gene pode fazer. Os dois primeiros laços deste algoritmo contêm os mesmos genes, 

ou seja, tudo que for inserido em L2 será retirado de L antes de sair do laço interior, 

sendo esta a razão de sua complexidade. Sobre as escolhas das estruturas L, L2 e D, as 

duas primeiras podem ser implementadas por meio de uma árvore binária AVL10 (ou 

árvore balanceada pela altura, ou seja, uma árvore de busca binária autobalanceada), 

com deleção preguiçosa, já que serão feitos inúmeras inserções e deleções. Para a 

estrutura D, que possui relativamente poucos elementos, um exemplo de implementação 

poderia ser uma tabela “hash11”. Se o tamanho e a função da tabela forem escolhidos de 

forma adequada para evitar colisões, obtêm-se inserções e deleções de ordem O(1). 

Portanto, se estas escolhas forem feitas, a complexidade final do algoritmo seria de 

O(n.m.log(n)), onde não foi levado em consideração a complexidade da busca dos hits 

para cada gene no MySQL. Entretanto, isso não quer dizer que a complexidade do 

algoritmo independe da busca pelo SQL.  

 Os resultados dos grupos formados provenientes da aplicação do algoritmo de 

agrupamento foram armazenados em duas tabelas: Clusters_Elements, que contém as 

informações de um elementos do grupo, cujos atributos são: nome do organismo, valor 

esperado (e-value), produto gênico e identificação do grupo; e Clusters_Links, que 

contém as informações presentes em todas as ligações de Xa com Xb e Xb com Xa, o 

produto gênico e o valor esperado (e-value). Com isso, foi possível gerar um novo 

diagrama ER (Entidade-Relacionamento) parcial do ProBacter (Figura 7). 
                                                 
10    O nome AVL vem de seus criadores Adelson Velsky e Landis. 
11    A tabela “hash” também é conhecida por tabelas de espalhamento. Seu objetivo é, a partir de uma 

chave simples, fazer uma busca rápida e obter o valor desejado. 
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Os agrupamentos construídos foram utilizados também para a identificação de 

parálogos dentro de um genoma, ou seja, se dois genes do mesmo organismo estiverem 

presentes em um mesmo agrupamento, estes genes têm o potencial de serem parálogos. 

Desta forma, para facilitar a identificação dos possíveis parálogos foi feita após a 

formação dos grupos, uma busca por genes que se repetem múltiplas vezes dentro do 

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

 
 
 
 
Algoritmo 1: Agrupamento de Proteínas. 
 
L:= lista completa de proteínas de todos os genomas; 
i:= 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 L2; 
  remover y de L e L2; 
  colocar y em D; 
  Para cada h que é hit de y e tem similaridade reconhecida 
  { 
   Se y é hit de h e tem similaridade é reconhecida 
   { 
    guardar ligação h ↔ y com identificador de grupo = i; 
    coloque h em L2 se não estiver em D; 
    d  ← verdadeiro; 
   } 
  } 
 } 
 Se d é verdadeiro incremente i; 
} 
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Figura 7. Diagrama ER para o terceiro modelo conceitual parcial do ProBacter, incluindo as 
relações dos agrupamentos formados (em rosa). 
 

 

  4.2.3. Categorização Funcional dos Genes 
 

Uma categoria (ou classe) funcional se refere ao processo biológico, função 

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 propagação da categoria funcional para cada produto dos genes do ProBacter 

foi feita automaticamente, onde as categorias   foram transferidas para os membros dos 

grupos de proteínas que continham pelo menos uma proteína 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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(i) sua abrangência na classificação, (ii) ter sido manualmente curada, (iii) por ser uma 

bactéria associada à planta, com um genoma de aproximadamente cinco mil genes, onde 

existe a categorização das proteínas associadas à patogenicidade, virulência e adaptação 

ao hospedeiro. 

Vale ressaltar que existem grupos que não contém proteínas para as 

Xanthomonas citadas, e assim não recebendo uma categorização funcional. Para 

solucionar este problema deverão ser propagadas categorias funcionais de genomas de 

bactérias associadas às plantas que foram anotadas e manualmente curadas. 

 

 

            Tabela 5. Tabela com as instâncias e as subdivisões correspondentes das classes. 

Descrição das Categorias Funcionais 
I. Intermediary metabolism 
         A. Degradation 

1. Degradation of polysaccharides and oligosaccharides 
2. Degradation of small molecules 
3. Degradation of lipids 

         B. Central intermediary metabolism 
1. Amino sugars 
2. Entner-Douderoff 
3. Gluconeogenesis 
4. Glyoxylate bypass 
5. Miscellaneous glucose metabolism 
6. Non-oxidative branch, pentose pathway 
7. Nucleotide hydrolysis 
8. Nucleotide interconversions 
9. Phosphorus compounds 
10. Pool, multipurpose conversions 
11. Sugar-nucleotide biosynthesis, conversions 
12. Sulfur metabolism 

         C. Energy metabolism, carbon 
1. Aerobic respiration 
2. Anaerobic respiration and fermentation 
3. Electron transport 
4. Glycolysis 
5. Oxidative branch, pentose pathway 
6. Pyruvate dehydrogenase 
7. TCA cycle 
8. 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 

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 

1. Biotin 
2. Folic acid 
3. Lipoate 
4. Molybdopterin 
5. Pantothenate 
6. Pyridoxine 
7. Pyridine nucleotides 
8. Thiamin 
9. 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 

          E. Fatty acid and phosphatidic acid biosynthesis 
          F. Polyamines biosynthesis 
III. 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 

 

 

Após terem sido transferidas, as classes foram armazenadas em uma entidade 

denominada Category, contendo os seguintes atributos: nome da categoria funcional, 

identificador dos grupos de proteínas e identificador do gene. Assim, esta última 

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. Módulos de Visualização Web 
 

Nas seções anteriores discutiu-se a construção do sistema ProBacter. No entanto, 

para que as informações do banco de dados possam ser visualizadas e utilizadas, foi 

preciso desenvolver interfaces amigáveis Web. As informações foram organizadas em 

módulos de visualização distintos, tomando como base às tabelas do banco de dados 

(Figura 9). Assim, os seguintes tipos de visualização dos dados foram criados: 

Organism Card, Gene Card e PB Cluster. Vale ressaltar que a maioria dos campos 

desses módulos possui informações adicionais, possibilitando que o usuário obtenha 

dados adicionais de diferentes bases de dados. Os módulos de visualização citados serão 

discutidos a seguir.    
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          Figura 9. Descrição completa do banco de dados ProBacter, demonstrando que todas as tabelas (com seus respectivos campos) estão interligadas. 
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   4.2.4.1. Organism Card 

 

O programa de visualização Organism Card (Figura 10) contém informações 

gerais sobre o genoma dos organismos, tais como: taxonomia, tipo de coloração Gram 

(maneira pela qual a forma da bactéria pode ser observada, dividindo-as em dois 

grupos: Gram-positivas e Gram-negativas, aproximadamente iguais em número e 

importância), tamanho do genoma, tipo de interação com o hospedeiro, tipo do 

hospedeiro, doença associada (se for o caso) e publicação relevante. Estes dados foram 

extraídos dos campos da tabela Organisms descritas na Figura 9. 

 

 
Figura 10. Módulo de visualização Organism Card contendo as características 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 informações de cada gene podem ser visualizadas no Gene Card que inclui: 

(i) categoria funcional que foi transferida do Projeto Genoma do gênero Xanthomonas e 

que neste sistema recebeu o nome de PB Functional Category; (ii) cruzamento das 

referências e predição de domínios que foram nomeados seguindo a nomenclatura dos 

bancos de dados a que pertencem; (iii) mapa indicando a posição do gene (destacado 

por chaves vermelhas) dentro do genoma e sua vizinhança. A coloração dos genes 

corresponde a categorias funcionais do COG (Figura 11). Neste mapa o usuário pode 

percorrer o genoma, bastando somente selecionar o gene da figura. Neste caso as 

seguintes informações adicionais sobre o gene selecionado ficam disponíveis ao 

usuário; (i) seqüência de aminoácidos da proteína, onde o usuário pode compará-la com 

outras proteínas presentes no banco através do programa BLAST; e (ii) publicações 

correspondentes obtidas a partir da página do Entrez12 (PubMed).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
12 Disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/ 
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Figura 11. Esta figura esta disponível no sistema 
ProBacter e informa quais as categorias presentes no 
banco de dados COG, bem como as cores que as 
correspondem. Estas cores, como já foram mencionadas, 
são utilizadas nas figuras que indicam a posição dos 
genes. 
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   4.2.4.3. PB Cluster 
 

O módulo de visualização PB Cluster (Figura 12), contém informações sobre as 

proteínas que foram agrupadas pelo método BBH, já descrito. Neste módulo estão 

disponíveis também, o organismo ao qual o gene pertence, o produto codificado pelo 

gene, a classificação de acordo com o COG, e a ligação com menor valor esperado (e-

value) ligando o gene ao grupo. Além de mostrar as proteínas que participam dos 

agrupamentos e o número total que o compõe, foram agregadas outras que permitem 

explorar as interações entre estes genes, tais como: ferramentas de visualização de 

alinhamento múltiplo de seqüências e um modo de re-agrupamento dos grupos 

formados. Estas ferramentas serão discutidas mais detalhadamente a seguir. 
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Figura 12. Módulo de visualização da ferramenta PBCluster. a) Os retângulos em laranja 
indicam a localização 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 

(a) 
(b) (c) 

(d) 
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genes é necessário indicar nas caixas citadas na frente do organismo e em seguida selecionar 
Draw Selected; (b) o retângulo em azul indica que a ferramenta Align pode ser selecionada, 
escolhendo alguns genes ou alinhando todos os que foram apresentados; (c) o retângulo em 
verde mostra as duas ferramentas usadas para visualizar a conformação estrutural de um 
cluster; e (d) o retângulo em rosa indica a ferramenta de re-agrupamento dos genes, onde o 
usuário pode indicar o valor desejado, o e-value 1e-5 é a opção padrão do programa. A figura 
que indicada em (a) é uma modificação da utilizada pelo programa SABIA (ALMEIDA et al., 
2004) para atender aos propósitos 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 localização 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 múltiplo 

de seqüências de aminoácidos ClustalW versão 1.81 (THOMPSON et al., 1994) e T-

Coffee versão 4.45 (NOTREDAME et al., 2000),  sendo estas opções disponíveis nas 

ferramentas em questão (Figura 12b). Os parâmetros padrões de cada programa 

mencionado podem ser alterados quando necessário (Figura 13). É possível também 

visualizar a árvore filogenética e o alinhamento gerado mostrando as bases conservadas, 

a qualidade e consenso, por meio do programa Jalview13 versão 2.1.1 (CLAMP et al., 

2004). 

                                                 
13 Disponível em www.jalview.org/ 
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Figura 13. Módulo de visualização das ferramentas integradas ClustalW (opção padrão) e T-
Coffee. Estas ferramentas não somente estão atreladas ao módulo PBCluster, possibilitando 
alinhar uma ou mais seqüências externas com as que podem ser selecionadas no referido 
módulo, como também permite que o usuário alinhe a seqüência que desejar, bastando somente 
selecionar a opção Multiple Alignment. 
 

 

4.2.4.3.3. Draw Diagram e View Graph 
 

As ferramentas Draw Diagram e View Graph são módulos gráficos de 

visualização que apresentam a composição estrutural formada pelos agrupamentos das 

proteínas. A opção Draw Diagram (Figura 12c) mostra, em formato de diagrama, a 

estrutura do agrupamento gerado pelo programa Graphviz14 (Graph Visualization 

Software). Já a ferramenta View Graph (Figura 12c) permite a visualização da 

disposição das proteínas no agrupamento de uma forma interativa, utilizando o 
                                                 
14 O programa Graphviz está disponível em www.graphviz.org/ 
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programa LinkBrownser15 versão 1.20. Todos os genes, se selecionados, direcionam 

para o módulo de visualização Gene Card que contém informações 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 já formados pudessem ser re-agrupados. Este módulo 

tem por objetivo aumentar o ponto de corte sobre o valor esperado (e-value) das 

ligações que cada proteína faz ao grupo. Desta forma, genes com ligações cujo valor 

esperado é superior ao ponto de corte estipulado serão temporariamente removidos do 

grupo. Assim, um novo agrupamento é criado, onde as ligações entre proteínas 

presentes possuem valores iguais ou inferiores àquele que foi estipulado. Além de 

descartar proteínas que estão fora do escopo, novos subgrupos poderão ser gerados. 

Estes novos subgrupos recebem uma numeração que é indicada na última coluna da 

tabela de resultados. 

 

4.3. Métodos de Consulta e Anotação Manual 
 

Para que os dados contidos no banco de dados fossem acessados e visualizados 

foram implementadas consultas de fácil entendimento. Também, para que o usuário 

pudesse acrescentar novas informações ao banco uma ferramenta de anotação manual 

foi criada. Essas ferramentas serão detalhadas nas seções que se seguem e podem ser 

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

                                                 
15 O programa LinkBrownser está disponível 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) 

são convertidas em uma consulta SQL (Structured Query Language) que é em seguida 

interpretada pelo MySQL, retornando o resultado da busca. Os resultados da consulta 

são mostrados em formato tabular ordenados pelo nome do organismo, com cada 

entrada representada pelo nome do gene, sinônimo, produto do gene, organismo, 

número identificador do agrupamento e tamanho do grupo (estes dois últimos somente 

são vistos quando a informação do agrupamento for consultada). Estes resultados, 

quando selecionados, direcionam para os módulos de visualização já descritos. 

 

 
Figura 14. Módulo de visualização da ferramenta Gene Search. Neste método de consulta o 
usuário pode estipular quantos resultados deseja visualizar, indicando o valor na opção Show 
results. 
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  4.3.2. LDP - Linguagem Declarativa do ProBacter  
 

Na seção anterior foi descrito um tipo de busca para obtenção e visualização dos 

dados armazenados no sistema ProBacter. Contudo, nem sempre é possível responder a 

todas as perguntas desejadas somente através de buscas pré-formatadas como é feito no 

Gene Search. Buscas mais elaboradas a base de dados necessitam de relações mais 

complexas entre as tabelas, e seria necessária a implementação destas consultas usando 

diretamente a linguagem SQL (Structured Query Language). No entanto, não se pode 

esperar que todos os usuários do sistema estejam familiarizados com este tipo de 

linguagem de busca, como também com as tabelas existentes no banco de dados. Além 

disso, não é seguro disponibilizar acesso à linguagem SQL na rede já que pode causar 

danos ao banco de dados se usado de forma maliciosa, este é um caso comum de falha 

de segurança 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 propósito de estabelecer uma “ponte” 

entre os usuários que acessam o banco de dados e a SQL.   

 

 
Figura 15. Módulo de visualização da Linguagem Declarativa do ProBacter (LDP) ou 
ProBactish. Os resultados provenientes deste módulo de consulta são fornecidos em formato 
tabular e também possuem ligações com os outros módulos de visualização já descritos. 
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 A LDP é uma linguagem de consulta construída sobre a SQL para facilitar o 

acesso dos usuários às informações armazenadas no banco de dados. A própria 

linguagem SQL foi originalmente concebida para facilitar a consulta. Através dela, o 

usuário concentra-se somente na busca de interesse e não nos detalhes de como ela está 

sendo executada. Este tipo de linguagem de programação de alto-nível16 é algumas 

vezes denomina de busca declarativa. Dentro desse paradigma, a LDP foi construída em 

um mais alto-nível, 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 científica, tornando-a ainda mais acessível.  

A implementação da LDP consistiu em definir uma gramática livre de contexto 

(Tabela 5) e, em seguida, desenvolver um sistema tradutor que recebe as sentenças em 

LDP e posteriormente as traduz para SQL. O procedimento de definir uma gramática e 

utiliza-la para criar um tradutor (ou compilador) é uma prática considerada comum no 

campo da Ciência da Computação para o desenvolvimento de novas linguagens de 

programação (HOPCROFT, ULLMAN, 1979). Linguagens de buscas delineadas 

especificamente para determinado tipo de aplicação não são temas inovadores em 

bioinformática e já foram utilizados em outros trabalhos (TATA et al., 2006; PATEL, 

HUDDLER, HAMMEL, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
16  Linguagem de programação de alto nível é uma nomenclatura usada para linguagens com um nível de 

abstração elevado, longe do código de máquina e mais próximo à linguagem humana. 
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Tabela 6. Definição da gramática para a Linguagem Declarativa do ProBacter. 

 

 

Observando a definição da gramática dada acima, a linguagem é constituída de 

dois tipos de buscas (identificado na gramática acima por QUERYTYPE): a primeira irá 

listar os resultados e é iniciada pela palavra “which”, a segunda informa quantidades, 

esta é iniciada com a palavra “how many”. Denomina-se verbo a palavra que descreve o 

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 → gi | cog | taxy_id 

BIOP → like | not like| = | != | > | < | <= | >= 

NUMBER → Um número qualquer. 

STRING → Uma seqüência de letras entre aspas. 
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tipo de ação que se está interessado na busca. Atualmente, foi somente implementado 

um tipo de verbo (identificado por VERB), e este é indicado pelas palavras “are 

associated with”. Este verbo está relacionado com a consulta no banco de dados. A 

LDP foi construída de forma que outros verbos poderão ser posteriormente inseridos 

tornando-a extensível, podendo, desta forma, ir além de buscas a base de dados. Os 

agentes (AGENT) são palavras que descrevem campos das tabelas contidas na base de 

dados, os quais o usuário possa ter interesse de visualizar; já os agentes de relação 

(REL_AGENT) são campos que contém identificadores geralmente usados como 

chaves de referência. Dessa forma, permite que o usuário tenha acesso a todas as tabelas 

presentes na base de dados. 

 Para implementar o tradutor foram usadas ferramentas clássicas na construção 

de compiladores como, o LEX17 (Lexical Analyser Generator), um programa que extrai 

padrões de textos através de expressões regulares definidas pelo usuário, e o YACC17 

(Yet Another Compiler-Compiler), um programa que gera um parser a partir da 

definição de uma gramática livre de contexto. Abaixo seguem alguns exemplos da 

utilização da LDP com suas respectivas traduções em SQL. Estes exemplos foram 

usados para gerar alguns dos resultados obtidos e que foram discutidos na seção 

seguinte. 

 

Exemplo 1. Quais organismos estão associados à doença podridão 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%" ) 

 

                                                 
17 Estes programas estão disponíveis em http://dinosaur.compilertools.net/. 
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Exemplo 2. Quantos agrupamentos possuem 10 ou mais proteínas? 

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 são 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 

são dispostos em formato tabular, possuindo ligações para os diferentes módulos de 

visualização. 

 

4.3.3. Anotação Manual 
 

A anotação manual pode ser feita no sistema ProBacter através da inserção de 

informações em um campo, o NotePad, permite que o usuário insira no banco de dados 

informações de anotação para uma determinada proteína e que estas fiquem disponíveis 

para o acesso público. Entretanto, para que sua anotação seja feita é necessário o 
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cadastramento deste usuário ou grupo de pesquisa, assim ele receberá um nome de 

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

 
  

Figura 16. Visualização da ferramenta NotePad, onde é permitido que o usuário insira 
seus próprios dados de anotação manual. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

No capítulo anterior foi apresentado como o sistema ProBacter foi construído. 

Nesta seção serão apresentados os módulos de consulta, as aplicações desse sistema e os 

diferentes métodos de análise, discutindo os resultados obtidos e fornecendo uma visão 

comparativa com outros trabalhos.  Esse banco de dados é uma re-edição do banco de 

dados PABdb usado para capturar informações de genomas procariotos, tendo como 

principais entidades o organismo e a família do gene. O sistema PABdb foi 

desenvolvido para auxiliar nas análises comparativas de oitos genomas de bactérias que 

vivem em associação com plantas e os resultados desse trabalho foram publicados no 

ano de 2002 por Van Sluys e colaboradores.  

 

5.1. Análise do Sistema ProBacter 
 

Hoje, o sistema ProBacter contém informações sobre o genoma de 31 

organismos, compreendendo um total de 153.712 entradas que representam os genes e 

as proteínas 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 proteínas 

do banco (Figura 17).  
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Figura 17. Gráfico representa o número de agrupamentos pelo número de genes que estão 
divididos em intervalos de acordo com a legenda. 

 

 

Uma grande parcela dos agrupamentos formados (10.926) possuem até 10 

proteínas, sendo que na maioria dos casos os agrupamentos incluíram proteínas do 

mesmo grupo taxonômico. Uma observação interessante é que um único agrupamento 

(PBC6539) apresenta somente proteínas dos gêneros Xylella e Xanthomonas, esse 

agrupamento é composto por 12 proteínas que foram anotados como regulador de 

virulência, estando presente em duas cópias em cada um dos genomas das bactérias. 

Um total de 2.581 proteínas estão presentes em agrupamentos com mais de 10 

proteínas, essas proteínas puderam ser dividas nas seguintes categorias funcionais: 375 

agrupamentos apresentam proteínas categorizadas como I. Metabolismo intermediário; 

284 agrupamentos, II. Biossíntese de Pequenas Moléculas; 365 agrupamentos, III. 

Metabolismo de Macromoléculas; 134 agrupamentos, IV. Estrutura Celular; 211 

agrupamentos, V. Processo Celular; 20 agrupamentos, VI. Elementos Genéticos 

Móveis; 159 agrupamentos, VII. Patogenicidade, Virulência e Adaptação; 525 

agrupamentos, VIII. Hipotéticos; e 62 agrupamentos, IX. ORFs com Categoria 
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Indefinida (Figura 18).  Avaliando agrupamentos com mais de 100 proteínas (Figura 19) 

verifica-se que estes contêm proteínas principalmente da categoria I (42 genes) e V (31 

genes).  

 

 

 
Figura 18. Categorias funcionais presentes em agrupamentos com mais de 10 proteínas. 
 
 
 
 

 
      Figura 19. Categorias funcionais presentes em agrupamentos com mais de 100 proteínas. 
 

 

 

Os dois agrupamentos que contém mais de 1000 proteínas são PBC278 e 

PBC206. O agrupamento PBC278 contém reguladores da transcrição de diversas 

famílias, e uma análise detalhada é necessária para re-agrupar essas proteínas. Já o 

agrupamento PBC206 contém proteínas que apresentam diferentes funções, no entanto 
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com base na descrição do produto, a maioria das proteínas está associada à 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 proteína de uma 

bactéria associada à planta e desses, 9.640 pelo menos uma proteína de bactérias 

patogênicas de plantas.  Dentre esses agrupamentos, 4.194 agrupamentos continham 

pelo menos uma proteína do gênero Xanthomonas, sendo que essas proteínas puderam 

ser categorizadas. O sistema conseguiu então categorizar aproximadamente 23,8% dos 

clusters formados. Como o banco é constituído por bactérias dos mais diversos grupos 

taxonômicos esse resultado não é surpreendente. Em média cada organismo presente no 

banco de dados possui 66,9% de suas proteínas em agrupamentos classificados, dentro 

das associadas às plantas esta média é de 72%, e considerando apenas as bactérias 

fitopatogênicas, 73,5%. Quando as categorias VIII. Hipotéticas e IX. ORFs com 

Categoria Indefinida não são consideradas, estas médias são 63%, 67,6%, e 68,8%, 

respectivamente. Existem agrupamentos com mais de uma classificação funcional, 

sendo que 37% das proteínas com categorias VIII ou IX também pertencem a uma outra 

categoria. Além disso, 70,2% dos grupos com 10 ou mais proteínas foram 

categorizados, enquanto que, 11,7% dos grupos com menos de 10 proteínas foram 

categorizados. Uma maneira de ser mais eficiente na categorização automática seria 

combinar a categorização manual de vários genomas de diferentes bactérias e ter um 

conjunto de genes referência que pudessem ser utilizados durante o processo de 

agrupamento.  

Quando os agrupamentos exclusivos foram analisados, foi verificado que 3.858 

proteínas estão exclusivamente presentes em bactérias que estão associadas às plantas e 

2.936 em bactérias patogênicas de plantas. Vale ressaltar que estes valores foram 
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retirados considerando apenas as bactérias presentes no banco, incluindo as de 

referência. Considerando somente as bactérias associadas às plantas, pode-se observar 

que 426 proteínas estão presentes na categoria de patogenicidade e adaptação. Fazendo 

o mesmo para as proteínas dentre esses agrupamentos pertencentes na categoria 

funcional de patogenicidade e adaptação exclusivas em bactérias patogênicas de plantas 

(categoria VII), foi obtido um total de 355 proteínas distribuídas em 56 grupos (Tabela 

7). Para filtrar ainda mais esses resultados, uma análise poderia ser feita através da 

comparação dessas seqüências contra o banco de dados NR do GenBank18.   

 

Tabela 7. Agrupamentos e o produto gênico pertencentes a categoria funcional de 
patogenicidade, virulência e adaptação em bactérias patogênicas de plantas. Foram retirados os 
genes hipotéticos e genes com mesma nomenclatura. 

 
Identificação do 
Agrupamento 

 

Produto 

PBC4812 putative signal peptide protein, VirK protein, virA/G regulated gene, 
PD0855 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, XpsI, general secretion pathway 

protein GspI, type II secretory pathway pseudopilin 
PBC6341 general secretion pathway protein L, general secretory pathway protein L, 

PD0739 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 HrpB1 protein, hrpk protein 
PBC6391 HrpB2 protein, hrpj protein  
PBC6392 HrpB4 protein, hrph protein 
PBC6393 HrpB7 protein, hrpd protein 

                                                 
18 Informações 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 GumK, 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 III effector HopX1 
PBC6709 HrpE, HrpE1 protein 
PBC6710 HrpD6 protein 
PBC6711 Hpa1 protein, Xanthomonas outer protein A, Hpa1 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 III 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 associação com 

plantas, a distribuição dos genes em cada uma das categorias funcionais adotadas para 

este trabalho é demonstrada na Tabela 8. De maneira geral, a porcentagem das proteínas 

classificadas dentro das categorias funcionais nos diferentes genomas foi coincidente. 

Não havendo grande discrepância entre as bactérias listadas.  
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Tabela 8. Análise comparativa da distribuição dos genes (normalizada pelo tamanho do genoma) por categoria dos genomas de bactérias associadas às plantas. 

 
Categorias Funcionais (%) * 

 

   
 
 
 
 

 
 

Organismos 
 

 
I.  

Metabolismo 
intermediário 

 
II. 

Biossíntese 
de 

Pequenas 
Moléculas 

 
III.  

Metabolismo de 
Macromoléculas 

 
IV. 

Estrutura 
Celular 

 
V.  

Processo 
Celular 

 
VI.  

Elementos 
Genéticos 

Móveis 

 
VII. 

Patogenicidade, 
Virulência e 
Adaptação 

 
VIII. 

Hipotéticos 

 
IX.  

ORFs com 
Categoria 
Indefinida 

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 1448A 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 20,4 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 Temecula1 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 proteínas que são classificadas em mais de uma categoria funcional. 
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As bactérias A. tumefaciens, M. loti, S. meliloti, R. solanacearum e as cepas do 

gênero Pseudomonas apresentam valores acima de 30% das proteínas dentro da 

categoria de metabolismo intermediário. Quando estes valores são comparados aos 

descritos por Van Sluys e colaboradores (2002), embora os valores percentuais dos 

trabalhos sejam diferentes, existe uma correlação nos dados informados, já que os 

organismos A. tumefaciens e R. solanacearum são descritos como aqueles de maiores 

valores (23,2% e 17,4%, respectivamente). Este fato provavelmente está associado à 

presença de um conjunto de vias metabólicas necessárias à sua adaptação a diferentes 

condições ambientais. Interessante notar que, embora existam pequenas diferenças no 

número de genes da categoria de elementos genéticos móveis entre os genomas há uma 

distinção no tipo de elemento presente em cada organismo. É conhecida a presença de 

elementos de transposição no gênero Xanthomonas e quando comparada a outro 

organismo como, por exemplo, as do gênero Xylella, fica claro a presença de genes que 

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

A lista de genes apresentada (Tabela 7) e os dados citados nessa seção 

demonstram o potencial desse banco de dados em apresentar proteínas que possam ser 

mais bem estudadas em análises 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 número de 

proteínas (Exemplo 2, Seção 5.1.2), informações a respeito de quantas proteínas de um 

certo organismo estão presentes em uma dada categoria (Exemplo 3, Seção 5.1.2), 

quantidade de múltiplas cópias presentes no banco de dados (Exemplo 4, Seção 5.1.2) 

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

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

alguns casos que possam demonstrar o funcionamento do sistema desenvolvido.   

 

  5.2.1. Análise da Proteína hrpX  
 

A proteína codificada pelo gene hrpX, está envolvida na regulação da expressão 

do  grupo de genes responsáveis por codificar proteínas associadas a formação do 

sistema de secreção do tipo III (TTSS). O TTSS é essencial para a virulência em muitas 

bactérias Gram-negativas que infectam plantas, animais e humanos.  Esses patógenos 

utilizam o TTSS para injetar proteínas conhecidas como efetoras dentro da célula 

hospedeira para sobrepor as defesas do hospedeiro (HUECK, 1998; GALLAN & 

COLMER, 1999). Os patógenos de plantas são capazes de translocar essas moléculas 

efetoras mesmo através da parede celular, ausente em células de animais. Os 

componentes desse sistema em plantas são codificados por genes hrp (hypersentive 

response and pathogenicity). As proteínas efetoras secretadas têm a habilidade de 

elicitar à reposta de hipersensibilidade (HR) em plantas resistentes e de patogenicidade 

em plantas hospedeiras (ALFANO & COLLMER, 1997). Fora do agrupamento de 

genes hrp estão genes com função regulatórias, como por exemplo, hrpX e hrpG. Essas 

proteínas já foram descritas em espécies de diferentes dos gêneros Xanthomonas 

(WENGELNIK & BONAS, 1996; NOËL et al., 2002) e Ralstonia (CUNNAC et al., 

2004) como reguladores da expressão de vários dos operons encontrados dentro do 

agrupamento de hrp. 
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Figura 20. Demonstração 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 variação com relação anotação nos 

diferentes organismos pode ser verificada (Figura 20). O agrupamento PBC1483 

contém 15 entradas, e potencialmente contém genes que codificam um regulador da 

transcrição que poderia ser estudado mais detalhadamente quanto a sua função em 

relação ao cluster de genes hrp (Figura 21). Como pode ser observado, o resultado da 

anotação dessas proteínas nos diversos projetos é bastante diferente, incluindo uma 

anotação como proteína hipotética. Neste caso, o sistema permite que o usuário avalie a 

melhor anotação para o gene comparando-o com outros organismos. Com relação as 

proteínas encontradas nas diferentes espécies de Xanthomonas, foram selecionadas as 

seqüências para fazer um alinhamento múltiplo diretamente na página. O resultado do 

alinhamento utilizando o programa CLUSTALW (Figura 22) indica que pode existir um 

problema na predição do códon de iniciação do gene hprX da Xanthomonas oryzae 

quando comparada com ortólogos 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 está localizado em uma região altamente conservada, no entanto, 

esta região está inserida em um local de inversão no genoma de Xanthomonas 

campestris pv. campestris quando comparada a Xanthomonas axonopodis pv. citri e a 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Figura 22).  
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Figura 21. Demonstração do agrupamento PBC1483 contendo 15 entradas e que 
potencialmente contém genes que codificam um regulador da transcrição.  
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Figura 22. Resultado do alinhamento múltiplo utilizando o programa 
ClustalW, integrado ao sistema ProBacter, de cepas do gênero 
Xanthomonas. 
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  5.2.2. Análise da proteína hrcU 
 

 Os genes hrp que codificam componentes conservados do TTSS foram 

renomeados para hrc (HR e conserved) (BOGDANOVE et al., 1996). Entre esses genes está 

o hrcU, que codifica uma das principais unidades estruturais do sistema. Um dos mais 

importantes métodos de análise do ProBacter é a ferramenta de agrupamento. 

Utilizando o gene hrcU  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 proteínas somente de espécies do gênero Pseudomonas, (ii) proteínas 

somente de cepas de Xanthomonas e dois grupos menores contendo proteínas de (iii) 

Agrobacterium e Sinorhizobium e (iv) contendo as proteínas de E. coli, Erwinia e 

Ralstonia. Esses grupos menores podem então ser analisados separadamente (Figura 

25b).  
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Figura 23. Visão 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, classificação 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) são vistas quando o usuário pede pela informação específica de um gene, sendo então direcionado para o módulo de visualização Gene Card (a), 
onde pode fazer BLAST local (b) com a seqüência de proteína 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 propósitos do sistema ProBacter. 

 

(b) 

(a) 
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Figura 24. Interface interativa de visualização dos agrupamentos. Cada ligação entre dois nós corresponde a um BBH. A qualidade de cada 
ligação é representada por uma escala de cores que varia entre a cor laranja (alto e-value) à cor vermelha (baixo e-value). Quando algum gene é 
selecionado um boxe aparece (como o indicado) informando o organismo a que pertence, e também é direcionado ao Gene Card. 
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Figura 25. Diagrama que mostra a relação entre os genes dado pelo agrupamento.Cada ligação entre os nós acima corresponde ao um BBH entre os dois genes. (a) 
Esta figura, assim como a apresentada na figura 23, demonstra a disposição do agrupamento formado; (b) Demonstra o resultado do re-agrupamento, considerando 
um e-value de e-100. 

(a) 

(b) 
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6. CONCLUSÃO 

 

Sistemas de informação evoluem com as mudanças de contexto e a necessidade 

dos usuários. Isso é ainda mais crítico em bioinformática, devido ao avanço rápido 

nessa área. Para atender essa demanda, estes sistemas precisam ser extensíveis e 

flexíveis. O modelo de dados ProBacter, um sistema de informação, contém as quatro 

características básicas que compõem este tipo de sistema: armazena as informações 

utilizando um sistema gerenciador de banco de dados, utiliza ferramentas para 

administração dos dados, fornece módulos de busca, como por exemplo, Gene Search e 

LDP, e o disponibiliza em um ambiente gráfico amigável. 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 adição de 

novos campos e ainda promover a indexação de tabelas já estruturadas. Estes são 

aspectos essenciais para a construção de um modelo de dados. 

Este banco de dados oferece um sistema para análise comparativa de genomas 

microbianos, em particular de bactérias associadas às plantas. Os métodos de consulta 

implementados possibilitaram a obtenção de informações tanto por consultas pré-

definidas como por perguntas “livres” (LDP) ao banco de dados, permitindo que o 

usuário desenvolva sua consulta sem que tivesse conhecimento de como esta base de 

dados foi implementada. O sistema ProBacter possibilitou que fossem feitas buscas por 

informações de similaridade e alinhamento de seqüências, devido a sua integração com 

ferramentas como BLASTP, ClustalW e T-Coffee. Ele forneceu também um método de 

análise dos agrupamentos gerados, permitindo o acesso à lista de pares ou grupos de 

seqüências homólogas, identificando possíveis relações evolutivas, estruturais e 

funcionais existentes entre as seqüências. Ele permitiu a anotação manual de um dado 
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gene, possibilitando que este sistema torne-se uma ferramenta para auxiliar na 

identificação de erros propagados por anotação automática. 

Através do sistema ProBacter podemos chegar as seguintes conclusões: 

• O banco de dados foi criado para conter as informações de maneira uniforme de 

genomas completos de bactérias associadas a plantas e permitir a análise 

comparativa entre as informações armazenadas;     

• Para cada uma das proteínas depositadas no banco de dados, foram incluídas 

informações de referência 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 referências cruzadas;  

• Os métodos de agrupamento e de transferência automática da categorização 

funcional permitiram a categorização de 64,6% das proteínas no banco de dados.  

Sendo que a maioria dos agrupamentos formados apresentou menos de 10 

proteínas;  

• Os métodos de buscas implementados permitiram a extração de informações de 

análise comparativa, tanto de maneira quantitativa quanto qualitativa. Entre as 

informações obtidas, destacamos os 56 agrupamentos compostos por 355 

proteínas pertencentes exclusivamente a bactérias fitopatogênicas e classificadas 

como associadas à patogenicidade e adaptação ao hospedeiro; 

• Foram integradas ao banco de dados, ferramentas que auxiliam na análise 

comparativa de seqüências como BLAST, ClustalW, T-Coffee; ferramentas que 

permitem a visualização gráfica e comparativa do posicionamento do gene no 

genoma, assim como a formação de agrupamentos pelo método utilizado.  
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Assim, o presente trabalho visou responder aos principais questionamentos já 

mencionados de forma clara e fácil, tendo o potencial de abordar temas recorrentes 

como a interação hospedeiro-patógeno, patogenicidade, a determinação das funções de 

genes hipotéticos por meio dos agrupamentos, dentre outros, através de uma avaliação 

qualitativa e quantitativa estando baseada na similaridade de seqüências. 

 

6.1. Perspectivas Futuras 
 

• Aplicar outras técnicas de agrupamento dos genes mais elaboradas, para gerar 

grupos de proteínas mais específicos. 

• Implementar algoritmos de mineração de dados e reconhecimento de padrões, 

bem como o desenvolvimento de novos algoritmos de acordo com a necessidade para a 

extração de novas informações do banco de dados. 

• Estender a Linguagem Declarativa do ProBacter (LDP) com o intuito de ir além 

da linguagem SQL, integrando os algoritmos de mineração de dados. 

• Desenvolver scripts de atualização automática para que novas informações 

sejam integradas ao sistema. 

• Fornecer, dentro do contexto da análise comparativa, detecção e correção de 

erros da anotação. 

• Expandir os métodos de anotação manual, como por exemplo, a possibilidade de 

edição das categorias funcionais e o armazenamento do histórico da alteração das 

informações provenientes das anotações. 
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