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Resumo

OLIVEIRA, L. S. PATO: um ambiente integrado com interface grafica para a curadoria

de dados de sequéncias biologicas.

A evolugdo das tecnologias de sequenciamento de DNA tem permitido a elucidagdo da
sequéncia gendmica de um ndmero cada vez maior de organismos. Contudo, a obten¢do da
sequéncia nucleotidica do genoma € apenas a primeira etapa no estudo dos organismos. O pro-
cesso de anotagdo consiste na identificacdo as diferentes regides de interesse no genoma e suas
funcionalidades. Vdrias ferramentas computacionais foram desenvolvidas para auxiliar o pro-
cesso de anotacdo, porém nenhuma delas permite ao usudrio selecionar sequéncias, processa-las
de forma a encontrar evidéncias a respeito das regides gendomicas, como predicdo génica e de
dominios protéicos, analisa-las graficamente e adicionar informacdes a respeito de suas regides
em um mesmo ambiente. Assim, o objetivo desse projeto foi o desenvolvimento de uma plata-
forma grafica para a anotacio gendmica que permite ao usudrio realizar as tarefas necessarias
para o processo de anotagdo em uma Unica ferramenta integrada a um banco de dados. A idéia
€ proporcionar ao usudrio liberdade para trabalhar com o seu conjunto de dados, possibilitando
a selecdo de sequéncias para andlise, constru¢do dos pipelines processamento das mesmas e
andlise dos resultados encontrados a partir de visualizador que permite ao usudrio adicionar in-
formacdes as regides e fazer a curadoria das sequéncias. A ferramenta resultante é facilmente
extensivel, permitindo o acoplamento modular de novas funcionalidades de anotagdo e sua es-
trutura permite ao usudrio trabalhar tanto com projetos de sequéncias expressas como anotagao
de genomas.

Palavras-chave: anotacdo, ambiente grafico, processamento.
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Abstract

OLIVEIRA, L. S. PATO: an integrated enviroment with GUI to data curation of biological

sequences.

The evolution of the technologies of DNA sequencing has permitted the elucidation of ge-
nomic sequence of an increasing number of organisms. Though, the obtainment of the genome
nucleotide sequence is only the first step in the study of organisms. The annotation process
consists in the identification of different regions of interest on the genome and their features.
Several computational tools were developed to support the annotation process, however none
allow the user to select sequences, process them, analyze them graphically and add informa-
tion about its regions in the same surrounding. Thus, the aim of this project was to develop a
graphic platform to genome annotation that allows the user to realize your tasks required from
the annotation process in a single tool integrated to a database. The idea is to provide from the
user liberty to work with your dataset, enabling the selection of sequences for analyze, pipeline
construction, processing them and analyze of results from the viewer that allows the user to add
information in the regions and to do the trusteeship of sequences. The resulting tool is easily ex-
tensible; allowing the engagement modular of new functionalities of annotation and its structure
allows the user works both projects of expressed sequences and with genome annotation.

Palavras-chave: annotation, graphic platform, processing.
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Capitulo 1

Introducao

A vida depende da capacidade da célula de armazenar, recuperar e traduzir informagdes
genéticas requeridas para manter um organismo vivo, que sao passadas de célula para célula no
processo de divisdo celular [AJL"08]. Estas informacdes estdo contidas em uma molécula co-
nhecida como DNA ou deoxyribonucleic acid (em portugués acido dexorribonucléico - ADN),
que consiste de duas longas cadeias compostas por quatro tipos de nucleotideos!. O DNA hu-
mano tem por volta de trés bilhdes de bases, sendo que cerca de 99% delas sdo iguais para todos
os humanos, e pode ser encontrado no nicleo celular (em sua maior parte) e nas mitocondrias. A
disposicao dessas bases determina a informac¢ado disponivel para a constru¢do e manutengdo de
um organismo. O processo de descoberta da ordem dos nucleotideos em um segmento de DNA
¢ definido como sequenciamento, e € realizado por equipamentos denominados sequenciadores.

A evolucio das tecnologias de sequencimento foi capaz de gerar plataformas com custos
de sequenciamento cada vez menores e capazes de gerar informacgdes a respeito de milhdes
de pares de bases em uma unica execu¢do. O aumento da capacidade de sequenciamento tem
permitido o estudo de uma grande quantidade de genomas antes desconhecidos, possibilitando,
inclusive, o estudo dos metagenomas?.

Porém o sequenciamento é apenas a primeira etapa do processo, uma vez que € preciso
identificar os elementos da sequéncia, como genes codificantes de proteina e de RNA nao co-

dificante, e suas respectivas funcdes. Esse processo € definido como anotacio e consiste em

Compostos ricos em energia que auxiliam os processos metabdlicos.
2Um metagenoma é o genoma da microbiota total encontrado em um determinado habitat, que pode ser um
ambiente qualquer, como o chdo ou o estdmago humano.



atribuir significado bioldgico as sequéncias brutas resultantes de algum processo de sequenci-
amento, de forma a auxiliar bidlogos e pesquisadores [LinO1]. Para maior clareza, dividimos
esse processo em trés etapas: identificacdo dos elementos da sequéncia, busca funcional desses
elementos e sintese das informacdes a partir dos resultados encontrados a fim de gerar uma
conclusdo a respeito das regides das sequéncia. Vdrias ferramentas realizam tarefas que auxi-
liam o processo de anotagdo, podendo executar tarefas isoladas relacionadas a algumas das trés
fases, como predi¢do de gene ou andlise funcional de uma regido, ou fazer parte de um sistema
integrado que realiza vérias tarefas de anotacdo. A nossa pesquisa bibliografica encontrou uma
ferramenta que realiza selecdo, processamento e andlise de sequéncias em uma mesma plata-
forma, o GenDB [MGM™03]. Porém a ferramenta somente funciona plenamente no ambiente
construido pelos desenvolvedores da plataforma, o que uma limitagdo quando se trabalha com
sequéncias que ndo podem ser submetidas a terceiros.

Assim, o objetivo desse projeto foi o desenvolvimento de uma plataforma grafica para a
anotacdo gendmica que permite ao usudrio realizar as tarefas necessdrias para o processo de
anotagdo em uma unica ferramenta. Na plataforma, o processamento das sequéncias € realizado
a partir da execucdo de fluxos de processamento definidos pelo usudrio sendo que os resultados
encontrados sdo integrados a sequéncia e exibidos graficamente. A ferramenta permite ao usud-
rio analisar os resultados, adicionar informagdes e realizar novos processamentos. Podemos
destacar uma caracteristica particular da ferramenta, que € a possibilidade do usudrio selecionar
um subconjunto de sequéncias para andlise, ao contrario das ferramentas existentes, nas quais
o usudrio trabalha com todo o conjunto de entrada (nenhuma das ferramentas existentes possui
um mecanismo para a selecdo de sequéncias). Como critério de selecao, o usudrio pode utilizar
tanto resultados de processamentos anteriores (como pontuagdes ou propriedades atribuidas aos
resultados encontrados) como propriedades das sequéncias (como organismo a que pertencem).
As sequéncias selecionadas podem seguir para processamento ou para andlise visual. Para fins
de padronizacio, as informacdes serdo adicionadas as regides das sequéncias a partir de termos
de vocabuldrios controlados e o usudrio pode anexar informagdes textuais através de comenta-
rios. A plataforma estd integrada a uma base de dados, permitindo que todas as acOes realizadas,

bem como resultados encontrados, sejam armazenados e recuperados sempre que necessario.



O desenvolvimento da ferramenta foi realizado sob a co-orientagdo informal do professor
Dr. Arthur Gruber, pesquisador com extensa experiéncia em anotagdo e co-desenvolvedor do
EGene, visando garantir que a funcionalidade e a interface se aproximassem o médximo das
necessidades do publico alvo, bidlogos envolvidos no processo de anotagao.

Este documento estd organizado da seguinte forma: o capitulo seguinte descreve o problema
da anotacdo e alguns conceitos necessdrios para o entendimento do trabalho, bem como faz
a revisdo das ferramentas existentes na literatura. O capitulo trés trata da plataforma em si,
descrevendo a sua arquitetura e a modelagem utilizada. Por fim, o dltimo capitulo traz as

conclusodes e os trabalhos futuros.



Capitulo 2

Sistemas de apoio a anotacao

O processo de anotacdo consiste em descrever as caracteristicas presentes em sequéncias
bioldgicas. Para cada caracteristica existe um par de coordenadas de localizagdo e as descricdes
podem ser de diferentes naturezas, incluindo a identificacdo de genes e suas proteinas, funcdes
moleculares e promotores. No presente trabalho, classificamos esse processo em etapas: iden-
tificacdo das caracteristicas (features) presentes na sequéncia, identificacdao das funcdes dessas
features e sintese das informagdes a partir dos resultados encontrados, gerando uma conclusdo
que descreva detalhadamente tais features.

A partir da revisdo da literatura € possivel encontrar ferramentas que realizam tarefas que
auxiliam o processo de anotacdo. Tais ferramentas podem executar tarefas isoladas relacionadas
a algumas das trés fases, como predi¢do de gene ou busca de similaridade, ou fazer parte de um
sistema que integra um conjunto de recursos e desempenha tarefas de anotacao.

Como resultado do processo de anotacao siao geradas informagdes a respeito das regides da
sequéncia. A forma mais simples de gerd-las € a partir de texto livre. Esse formato ndo possui
padronizagdo de termos, permitindo que as regides sejam descritas de acordo com o especialista
que realiza a andlise. Essa liberdade possibita que regides com mesmas caracteristicas sejam
descritas com termos distintos, gerando ambiguidade e dificultando a mineracdo dos dados.
Com o objetivo de padronizagao dos termos de anotagdo, no final da década de 1990 comegaram
a ser desenvolvidos vocabularios controlados e ontologias, como GO (Gene Ontology) [Con00]
e SO (Sequence Ontology) [ELM05].

A evolugdo das tecnologias de sequenciamento aumentou consideravelmente o volume de
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genomas sequenciados. Esse aumento fez surgir a necessidade da utilizagdo de bancos de dados
para armazenamento de tais informacdes, resultando no desenvolvimento de vérios bancos de
dados para armazenamento dessas informacdes.

Esse capitulo descreve o processo de anotacdo. Para seu entendimento completo, alguns
conceitos biologicos, como o dogma central da biologia, foram adicionados. Este capitulo

descreve ainda as principais ferramentas utilizadas no processo de anotacao de sequéncias

2.1 Conceitos biologicos

Um gene é uma regido da sequéncia gendmica que corresponde a uma unidade de here-
ditariedade, a qual se associam regides regulatorias, transcritas e/ou outras regides funcionais
da sequéncia [Pea06]. O processo de sintese de proteina é parte do dogma central da biologia
molecular, como ilustrado na figura 2.1. A primeira etapa do processo de sintese de proteina é
denominado transcri¢@o e consiste na sintese de um RNA a partir do DNA. Tal processo ocorre
a partir da separacao da dupla hélice do DNA, de forma que suas fitas fiquem expostas e uma
delas sirva como molde para a sintese da molécula de RNA. Dessa forma, a sequéncia nucle-
otidica do RNA ¢€ determinada pela complementariedade entre os nucleotideos de entrada e a
fita molde e o RNA sintetizado é denominado de transcrito. A figura 2.2 ilustra o processo de

trancrigao.

Replicacao de DNA
Recombinagao genética
DNA

5 3
CHC

Sintese de RNA
(transcrigao)

RNA
5 SRR TR T O Y

Sintese de proteina
(tradugéo)

Proteina

amino acids

Figura 2.1: A figura ilustra o dogma central da biologia molecular. Figura extraida e modificada
de [AJLT08].



DNA

'rn._n_. ..._.. IlTI‘ rr im = L'rr 1l
3 ! . 5

FITAMOLDE
1 TRANSCRICAQ

5 : ¥
| L~—_E

RNA

Figura 2.2: Transcri¢do de uma molécula de RNA. Figura extraida e modificada de [AJL"08].

A figura 2.3 ilustra a estrutura primadria dos genes eucaridticos codificante de proteina. Nesse
caso, o gene pode formado por segmentos de sequéncias expressas, denominadas éxons, inter-
valados por segmentos ndo codificadores, denominadas introns [Kas11]. Ambos introns e éxons
sdo transcritos em RNA, porém os introns sao removidos do RNA através do processo definido
como splicing de RNA. O RNA resultante do splicing ¢ um RNA mensageiro (ou mRNA) for-
mado apenas pelos éxons. A parte que antecede a regido codificante é denominada de regido
promotora, ou sitio de transcri¢ao, e pode ser conservada, rica em bases A ou T (conhecida por
TATA-box). O gene eucarioto possui ainda regides ndo codificantes em suas extremidades, co-
nhecidas como UTRs (untranslated regions). Os genes de organismos procariotos sdo formados
apenas por um trecho continuo de DNA, que € diretamente transcrito em mRNA, ou seja, o
processo de splicing ndo acontece nos genes dos organismos procariotos.

éxon intron éxon intron éxon

DNA "UNUTATAU WS . - ’ _

promotor .
splicing . ey K

mRNA w | | F
regiio codificadora.

Figura 2.3: Estrutura de um gene codificador de proteina de um organismo eucarioto. Figura
extraida e modificada de [Kas11].

Uma vez que o mRNA foi produzido e processado de forma a eliminar os introns, as infor-
macdes presentes em sua sequéncia de nucledtidos sdo utilizadas para sintetizar uma proteina.
A conversdo da informa¢cdo do RNA em proteina € conhecida por tradugdo. Neste processo,
os nucleotideos do mRNA sdo lidos trés a trés de forma consecutiva, e cada trinca de nucleo-
tideos (definido como um cédon) corresponde a um aminodcido especifico. A traducdo de um

c6don em um aminodcido depende de uma molécula adaptadora, denominada de tRNA (RNA
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transportador), que reconhece a traducao e liga o aminodcido ao cédon. A figura 2.4 ilustra a
tabela de uso de codon padrdo, a partir da qual € possivel visualizar a relacdo dos aminoécidos

existentes com seus respectivos codons.

AGA UuA AGC

AGG uuG AGU
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA
GCC  CGC GGC AUA  CUC CCC  uUcC AcC GUC UAA
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UuC CCG UCG ACG UAC GUG UAG
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU ccUu uUcu ACU UGG UAU GUU UGA
Ala  Arg Asp  Asn Cys Glu Gln Gly His lle Leu Lys Met  Phe Pro Ser Thr  Trp Tyr Val stop

A R D N C E Q G H | L K M F P S T W Y vV

Figura 2.4: Tabela de uso de c6dons padrao. A partir dela é possivel ver a relacdo entre os
aminodcidos e seus respectivos cédons. Figura extraida de [AJLT08].

Como descrito em Alberts et al. [AJLT08], as proteinas sdo as moléculas mais estrutural-
mente complexas e sofisticadas funcionalmente conhecidas. Elas sdo os constituintes bdsicos
dos organismos, fazem parte da maquinaria celular responsavel pelo funcionamento celular e
podem desempenhar diversas fun¢des, como catdlise de reacdes bioquimicas, estruturais e me-
canicas. Duas ou mais proteinas podem ainda unir-se para desempenhar uma funcao, processo
conhecido como interag@o proteina-proteina, e que faz parte de praticamente todos os processos
celulares como, por exemplo, replicagdo do DNA, controle do ciclo celular, traducdo de sinal,
entre outros.

Os RNAs ndo traduzidos para proteina sdao definidos como RNAs funcionais (ndo codi-
ficadores). Tais RNAs, conhecidos como ncRNAs, estdo envolvidos em diversas atividades
celulares, como silenciamento de genes, replicacio, regulacdo génica, transcri¢ao, e desempe-
nham importantes funcdes, como regulacdo de expressdo génica e replicagdo [MLAPDOS8]. Na
década de 1980 apenas se conheciam as familias de ncRNAs de tRNA (RNAs transportadores)
e de rRNA (RNAs ribossdmicos, que sao responsaveis pela sintese protéica). Hoje o niimero de
familias conhecidas ultrapassa 2000 (versdo 11 do RFAM) [BDE'12]. Os ncRNAs séo classifi-

cados de acordo com as seguintes categorias funcionais:
e snRNA: Estdo envolvidos no processo de splicing;
e snoRNAs: Responsaveis por realizar modificagdes em outros RNAs;

e RNasesP: Responsdveis pelo processamento de tRNAs;

7



MRP: Responsaveis pelo processamento de rRNAs;

miRNA: Envolvidos com a regulac@o génica pds-transcricional;

TERC: Template de sintese telomérica;

tmRNA: responsavel pela liberagao de mRNA defeituosos.

A figura 2.5 ilustra parte do dogma central de forma mais detalhada, no qual um gene produz

uma proteina ou RNA funcional como produto final.

tRNAs e
Transcrlgao rRNAs
reversa
Transcrigao art|c|pam
da
smtese

Tradugao .
Proteinas

microRNAs

QOutros ncRNAs

Multiplas fungoes celulares

Figura 2.5: A figura ilustra o fluxo molecular da produgdo de proteinas ou RNAs. A partir de
um gene (regido do DNA € produzido uma molécula de RNA (transcri¢do), que por sua vez pode
ser o produto final funcional ou produzir uma proteina (tradu¢do). Figura modificada extraida
de [MLO6].

2.2 O problema da anotacao

A evolugdo das tecnologias de sequenciamento de DNA tem permitido a elucidacdo da
sequéncia gendmica de um ndmero cada vez maior de organismos. Contudo, a obten¢do da
sequéncia nucleotidica do genoma é apenas a primeira etapa no estudo dos organismos. E pre-
ciso identificar as diferentes regides de interesse no genoma e suas funcionalidades, constituindo

o que se denomina de processo de anotacdo [LinO1].



A primeira fase do processo de anotagdo consiste na identificacdo de elementos da sequén-
cia, regides que podem ser identificadas a partir de determinadas caracteristicas. Exemplos
desses elementos sdo regides repetitivas', genes de tRNA, mRNA e rRNA, genes codificadores
de proteinas, entre outros. Existem varios programas para a identificacdo dos diferentes tipos
de regides gendmicas. Para a predicdo de genes codificadores de proteinas, existem muitos
programas disponiveis, como, por exemplo, o GlimmerM [DHK199], GlimmerHMM[MPS04],
Glimmer3 [SDKW98], Genscan [BK97], Phat [CCS01], Snap [Kor04] e Augustus [SKG™06].
Para a localizacdo de RNAs funcionais podemos citar o RNAmmer, que busca RNAs ribossomi-
cos [LHR'07] e tRNAscan-SE [LE97], que busca RNAs transportadores. Para a identificagdo
de repeti¢coes temos o mreps [KBKO3] e o TRF (Tandem Repeats Finder)[Ben99], entre outros.

A segunda fase do processo de anotacdo consiste na coleta de evidéncias que poderdo dar
suporte a uma hipétese da func¢do de cada uma das regides identificadas. A forma mais simples
¢ realizada a partir de busca de similaridade contra bases de dados de sequéncias conhecidas,
utilizando-se mais comumente os programas do pacote BLAST [SGM*90]. Outra forma € a
partir da execug¢do de programas que buscam regides conservadas, geralmente associadas com a
fun¢dao molecular. Por exemplo, para as regides codificadoras de proteinas, podemos buscar mo-
tivos e dominios protéicos utilizando os programas HMMER [FCE11], InterproScan [HIM ™ 11],
Phobius [KKS04], SignalP [PBvHNI11] e TMHMM [SvHK9S].

A terceira fase do processo de anotagdo consiste na andlise das evidéncias coletadas na fase
anterior, a fim de se elaborar uma conclusao, que por sua vez representa uma hipétese sobre a
possivel fun¢do de cada elemento de sequéncia. Essa etapa pode ser realizada tanto de forma
automdtica quanto manual. As ferramentas desenvolvidas para anotagdo manual exibem grafi-
camente as regides encontradas por processamentos anteriores. Ao se selecionar uma regido,
suas caracteristicas e funcionalidades sdo exibidas, permitindo ao pesquisador analisi-la e gerar

uma conclusdo final. As ferramentas de anotacdo automatica, por sua vez, conseguem atri-

'Regides repetitivas sdo sequéncias que podem ter tamanhos variados e que podem ocorrer em vdrias localiza-
¢des no genoma. As regides repetitivas podem ser entremeadas ("interspersed") em multiplos loci do genoma ou
ser do tipo seriadamente repetidas ("tandemly repeated"). Nesse dltimo caso, as repeti¢des ocorrem em série, com
um certo nimero de unidades repetitivas por locus, e um determinado periodo, que corresponde ao comprimento
da unidade repetiva. Por exemplo, um locus contendo a sequéncia GACTGATCGATC tem trés unidades repetiti-
vas cujo periodo é de quatro bases (GATC). Aproximadamente 50% do genoma humano é composto de repeti¢des
[TS12].



buir possiveis fun¢des as regides , utilizando as evidéncias coletadas e inferindo as respectivas
conclusdes por meio de algoritmos pré-estabelecidos.

A maneira mais simples de se adicionar descri¢cdes as regides € através de forma textual
livre, de forma que as descri¢des sdo atribuidas de acordo com o especialista ou programa
que realiza a andlise. Essa forma de atribui¢do permite que termos distintos sejam utilizados
para identificar regides com as mesmas caracteristicas, o que dificulta tanto a mineracdo das
informacdes nas diversas bases de dados como pode causar ambiguidade na atribui¢ao de novas
conclusdes. Nesse contexto, o uso de vocabuldrios restritos ¢ muito mais adequado.

Um vocabulério controlado € a representacdo declarativa que inclui um conjunto fixo de
termos para a representacdo das entidades de uma determinada drea. Uma ontologia, além
de conter a representacdo de um conjunto de termos, representa adicionalmente os relaciona-
mentos entre esses termos [MECO7]. O processo de criagdo de vocabuldrios controlados para
anotagcdo ganhou for¢a no final da década de 1990, quando se constatou a existéncia de um
alto grau de conservagdo estrutural e funcional ao se comparar alguns genomas eucariotos,
como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster. A partir
dessa constatacao, ficou claro que poderia-se aplicar, dentro de certos limites, a transferéncia
de anotacdo entre espécies semelhantes, a chamada anotagdo transitiva [Con00]. Além disso,
tendo-se dois ou mais organismos com genomas anotados, poderia-se realizar comparagdes en-
tre suas anotagdes funcionais, evidenciando-se assim possiveis mecanismos moleculares para
explicar diferencas fenotipicas. Para que essas abordagens pudessem funcionar adequadamente,
foi necessdario se criar ontologias, entre as quais se destacam o Gene Ontology (GO) [Con00] e
Sequence Ontology (SO) [ELM™05].

O consdrcio GO € um projeto conjunto de trés equipes de bases de dados de organismos mo-
delo: Flybase, Mouse Genome Informatics (MGI) e Saccharomyces Genome Database (SGD).
Seu objetivo é a manutencdo de uma ontologia para descrever as regras dos genes e seus produ-
tos em qualquer organismo. O GO se estrutura em trés categorias: processo bioldgico, fungao
molecular e componente celular. Processo biologico diz respeito as atividades das células com
as quais o produto do gene esta relacionado. Estas envolvem transformagdo fisica ou quimica

como, por exemplo, crescimento e manutengdo celular (termo GO: "cell growth and main-
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tenance"). Fungcdo molecular define a atividade bioquimica do produto do gene como, por
exemplo, enzima (termo GO: "enzyme") e transportador (termo GO: "transporter"). Por fim,
componente celular refere-se a localizacao celular na qual o produto do gene estd ativo como,
exemplo, membrana nuclear (termo GO: "nuclear membrane").

O SO ¢ uma ontologia utilizada para descrever caracteristicas e atributos de sequéncias bi-
oldgicas. Seu objetivo é fornecer um conjunto padronizado de termos e relacionamentos para
descrever anotacdes gendmicas e prover uma estrutura necessaria para o raciocinio automati-
zado sobre os seus conteudos, de forma a facilitar a troca de dados e anélises comparativas das
anotagdes. O escopo do projeto SO € a descri¢do das caracteristicas e propriedades das sequén-
cias bioldgicas. A figura 2.6 exemplifica um termo da ontologia e seus relacionamentos com 0s

demais termos.

sequence_feature

region

biological_region

gene_group

member_of

Figura 2.6: Exemplo de um termo de ontologia da sequéncia e seus relacionamentos. Uma gene
¢ membro de um grupo de genes (gene_group) e uma regido bioldgica (biological_region), que
¢ uma regido (region) que, por sua vez € feature_sequence.

Tanto o GO quanto o SO sdo ontologias abertas e em continua evolucdo, permitindo assim
que novos termos e definicdes, bem como relacionamentos, possam ser propostos. Esses no-
vos termos sdo debatidos e podem ser aprovados ou rejeitados pelo grupo que administra as
ontologias. Finalmente, para registro do resultado final de anotag¢des existem véarios formatos

padronizados. Os mais utilizados sdo: Feature Table [feal2], GenBank [BKMC*11], GFF3
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[Stel13], GTF [gtf13] e EMBL [emb05].

2.3 Esquemas de bancos de dados

A evolugdo das tecnologias de sequenciamento aumentou consideravelmente o nimero de
genomas sequenciados. O advento dos sequenciadores de segunda (ou nova) geragao diminuiu
os custos e ampliou dramaticamente a velocidade do sequenciamento, permitindo o estudo de
cada vez mais sequéncias. Essa mudanca na escala da anotacdo fez surgir a necessidade da
utilizacdo de banco de dados para armazenamento dessas informacdes.

A fim de facilitar a representacdo dos dados biol6gicos nos bancos de dados, foram de-
senvolvidos esquemas para representar de forma mais fiel as informagdes bioldgicas. Aqui
descreveremos trés deles: GUS [CJKPOS5], Chado [MECO07] e Biosgl [Lap0O1]. Os dois pri-
meiros sdo amplamente utilizados na literatura® e o dltimo foi desenvolvido com o objetivo
de ser uma camada de armazenamento de dados comum, apoiada pelo projeto Bio*, que con-
siste de um conjunto de voluntdrios que colaboram para prover funcionalidades nas areas de
bioinformética, gendmica e ci€ncias da vida a partir de licencas de softwares de codigo aberto

(open-source software - OSS) [PGY112].

2.3.1 Biosql

O biosql [LapO1] é um esquema para armazenamento de sequéncias, suas caracteristicas,
anotagoes, referéncia taxondmica e ontologias, que faz parte do projeto GMOD (Generic Model
Organism Database project)’ [gmo08]. O esquema foi criado em 2001 por Ewan Birney, como
armazenamento relacional local para o repositério de sequéncias GenBank [BKMC*11], e se
tornou uma colaboracdo entre os projetos (BioPerl *, BioJava >, BioPython® e Bioruby’). Seu

objetivo € construir um esquema suficientemente genérico para o armazenamento persistente

2Por meio do web site Web of Knowledge[web13] buscamos o niimero de vezes cada um dos esquemas foi
citado na literatura. O Chado possui aproximadamente 60 citagdes e o GUS 300.

30 GMOD ¢ uma colegio de ferramentas de software de cédigo aberto para criar e gerenciar bancos de dados
biolégicos em escala genoma.

“http://www.bioperl.org/

Shttp://biojava.org/

®http://biopython.org/

http://bioruby.org/
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de sequéncias, recursos e anotacdo de uma forma interoperdvel entre os projetos Bio*. Cada
projeto Bio* possul um mapeamento para BioSQL. Isso significa que os dados sdo facilmente
manipulados entre os diferentes projetos. Por exemplo, dados armazenados no banco por um
programa escrito em BioPerl podem ser facilmente recuperados por um programa escrito em
BioJava.

O biosql é um esquema conciso, desenvolvido com o objetivo de ser suficientemente ge-
nérico para o armazenamento persistente das sequéncias, suas caracteristicas e anotagoes de
diferentes fontes, como os repositérios GenBank ou SwissProt. Possui apenas trés modulos:
informacdes gerais, informacdes da sequéncia e termos de ontologia, que somam 27 tabelas.
O esquema faz distincdo entre a sequéncia e suas caracteristicas, mas suas caracteristicas sao
tratadas como SeqFeatures, e tipificadas por termos de ontologias. E possivel localizar uma ca-
racteristica na sequéncia a partir de um sistema de coordenadas e estabelecer relacionamentos

entre caracteristicas.

23.2 GUS

O GUS (Genomic Unified Schema) [CJKPO0S5] é um esquema de banco de dados bioldgicos,
desenvolvido pela Universidade da Pensilvania e capaz de representar uma grande quantidade
de tipos de dados, incluindo dados gendmicos, expressao génica, montagem de transcritos, pro-
teOmica, entre outros. Em conjunto com o framework de aplicacdo GUS e o kit de desenvolvi-
mento Web GUS (GUS Web Development Kit (WDK)), constitui um sistema modular de arma-
zenamento, integracdo de dados e andlise funcional de dados genomicos [Iba03]. Atualmente, é
utilizado por diversos projetos como GeneDB, CryptoDB, ApiDB, PlasmoDB, BiowebDB, entre
outros. O GUS ¢é formado por cinco esquemas: banco de dados de sequéncias transcritas (DoTS
- Database of Transcribed Sequences), banco de dados de abundancia de RNAs (expressao de
gene e experimentos de microarranjo, RAD - RNA Abundance Database), sistema de busca de
elementos de transcricdo (TESS - Transcription Element Search System), recursos compartilha-
dos (SRes - Shared Resources) e esquema central. Possui uma estrutura detalhada, com tabelas
distintas para o registro das anélises efetuadas pelos varios softwares utilizados no processo de

anotacdo. Isso torna a sua estrutura bastante complexa, com mais de 400 tabelas, o que difi-
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culta sua compreensao e torna complexa a tarefa de inclusao de novas andlises em processos de

anotacdo automadtica.

2.3.3 Chado

O esquema Chado [MECO07] parte de uma estratégia de modelagem diferente do GUS. A
idéia é criar uma forma de representagdo abstrata das caracteristicas e andlises das sequéncias,
a partir da natureza da informacao. Baseado nisso, esse esquema € capaz de representar um
conjunto mais conciso de tabelas, resultado das mais distintas andlises oriundas dos processos
de anotagdo, assim como fenétipos, genodtipos, ontologias, publicagdes e filogenia. O Chado é
utilizado por muitos projetos como FlyBase, Xenbase, ParameciumDB, IGS, AphidBase, Bee-
Base, BeetleBase, BovineBase, entre outros. O esquema é composto por 8 médulos principais:
Companalysis (dados de andlises computacionais), Controlled Vocabulary (vocabularios con-
trolados e ontologias), General (identificadores), Genetic (dados genéticos e gendtipos), Map
(mapeamentos sem sequéncia), Organism (dados taxondmicos), Publication (publicagdes e re-
feréncias) e Sequence (sequéncias e caracteristicas das sequéncias). Ao todo, o esquema possui
um pouco mais de 170 tabelas.

O Chado é um esquema dirigido por ontologias. Em outras palavras, faz uso de ontologias
ndo somente para anotar entidades biol6gicas como os outros esquemas, mas também para
tipificacdo de entidades e de relacionamentos entre as elas. Essa caracteristica d4 ao esquema
uma grande flexibilidade, uma vez que ndo € preciso ter tabelas especificas para os diferentes
tipos de entidades.

O esquema Chado é baseado na sequéncia. O mddulo Sequence, mais especificamente a
tabela feature, é central para o gerenciamento de dados das sequéncias. O esquema define uma
feature como uma regiao de uma macromolécula biol6gica (DNA, RNA ou polipeptideo) ou
um agregado de regides desse polimero. As features sdo tipadas de acordo com um termo de
ontologia, armazenado no médulo de vocabulario controlado. As associacdes entre as features
sdo estabelecidas através da criacdo de relacionamentos entre elas. Por exemplo, uma regidao
€ parte de uma sequéncia maior. Os relacionamentos sao igualmente tipificados por termos de

ontologia. Adicionalmente, as features podem ser localizadas em relagdo a uma outra feature,
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a partir de um sistema de coordenadas.

2.3.4 Discussao

Os esquemas descritos sdo capazes de armazenar informagdes a respeito das sequéncias e
suas caracteristicas, a diferenca entre eles estd na forma como tais informag¢des sdo armazena-
das. Enquanto o GUS possui um extenso conjunto de tabelas para representar os diferentes tipos
de caracteristicas das sequéncias, o Chado € o Biosql possuem uma representacdo genérica. O
primeiro trata a sequéncia e suas caracteristicas de forma abstrata, pois considera que ambas sdao
a mesma entidade, tipadas a partir de termos de ontologia, e o segundo considera que apenas
as caracteristicas sao abstratas e tipadas por ontologias. A associa¢cdo entre as sequéncias, no
Chado e entre as caracteristicas, no BioSql, é estabelecida por relacionamentos e por localiza-
¢do de uma sequéncia em relacdo a sua referéncia. Os trés esquemas sdo capazes de armazenar
as anotagdes atribuidas as sequéncias.

O GUS e o Chado possuem estruturas para registrar tanto as andlises realizadas bem como
os resultados encontrados, a diferenca entre os dois esquemas € que o GUS possui tabelas espe-
cificas para cada tipo de andlise, enquanto o Chado trata andlise como uma entidade genérica,
caracterizada pelos seus atributos e propriedades. O Biosql nao possui a capacidade de armaze-
namento das andlises, sendo capaz de armazenar apenas as sequéncias e suas caracteristicas.

Para representacdo dos dados em nossa plataforma, escolhemos o esquema Chado devido a
sua capacidade de representar de forma genérica as andlises realizadas realizadas, ser baseado

na sequéncia, dirigido por ontologias e modular.

2.4 Ferramentas de anotacao

Virios programas foram desenvolvidos com o objetivo de realizar tarefas relativas ao pro-
cesso de anotacdo. Tais programas podem executar uma tarefa especifica relativa a uma das trés
fases do processo de anotac@o ou integrar programas para um conjunto de tarefas. De acordo
com suas funcionalidades, essas ferramentas foram classificadas como pipelines, construtores

de fluxo de trabalho, visualizadores, anotadores e ferramentas integradas. Nesta se¢ao tratare-
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mos individualmente cada tipo.

2.4.1 Pipelines

Pipelines sao processos pelos quais dois ou mais programas podem ser executados de forma
coordenada, em uma determinada ordem, onde a saida de cada um é redirecionado como entrada
do préximo. Em geral, os pipelines de anotagdo gendmica sdo conjuntos de programas capazes
de identificar as regides gendmicas, atribuir funcionalidades as mesmas e devolver os resultados
para o usudrio em um formato de arquivo de anotagdo. A fim de ilustrar a idéia do processo,
descreveremos nessa secao quatro pipelines de anotacdo, onde trés sao utilizados para anotagcdo
de genomas e um para anotag¢ao de proteinas.

O Genescript [HCBS02] € um pipeline de anotacdo de sequéncias de DNA desenvolvido
pelo Centre for Applied Genomics, composto por programas para a identificacdo de regides
genOmicas (RepeatMasker [SHGnd] para predi¢do e mascaramento de regides repetitivas e
GenScan [BK97], HMMgene [Kro97] e GRAIL-EXP [HSS"00] para predi¢do de genes) e atri-
buicdo de funcionalidade por busca de similaridades (Blast [SGM™90]) contra diversas bases
de dados externas. O resultado do processamento € devolvido nos formatos GFF, Genbank,
EMBL, VISTA e FASTA.

O pipeline DIYA (Do-It-Yourself Annotator) [SOR09] foi desenvolvido para anotacdo de
genomas procaridticos, com o objetivo de identificacdo das funcdes dos genes e realizacdo
de andlises comparativas, que aceita como entrada genomas inteiros ou trechos sequenciados
(contigs). Para a identificacdo das caracteristicas das sequéncias utiliza os programas Glimmer3
[SDKW98] (predicdo de genes) e tRNAScan [LE97] (identificacdo de tRNAs) e para atribuicdo
de funcionalidade por busca de similaaridade com os programas BLAST e RPS-BLAST como
padrdo da ferramenta, contudo usudrio pode modificar os programas que realizam essas andli-
ses. Os resultados dos processamento sao retornados nos formatos GenBank ou GFF.

O JCVI (J. Craig Venter Institute) [TGM™*10] é um pipeline para a anotagdo de dados de
sequenciamento metagendmico, que foi desenvolvido com o objetivo de receber como entrada
tanto um conjunto de dados na magnitude de milhdes de sequéncias como sequéncias indi-

viduais de organismos procariotos. O pipeline € estruturalmente dividido em componentes de
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anotacgdo estrutural e funcional, que podem trabalhar sozinhos ou em conjunto. Os componentes
estruturais tem por objetivo identificar regides codificadoras de proteinas (programa MetaGe-
neAnnotator [NTIO8]) e RNAs funcionais (tRNAScan-SE e BLAST contra banco de dados de
sequéncias de RNAs funcionais). Os componentes funcionais executam um conjunto de progra-
mas, como o BLAST sobre as regides codificadoras encontradas na etapa anterior com o objetivo
de identificar suas funcdes.

O PIPA (Pipeline for Protein Annotation) [YZD'08] é um pipeline para a anotagéo de fun-
cdo de proteinas, que consiste na combinagdo de diversos programas e bases de dados externos.
O pipeline recebe como entrada sequéncias protéicas em formato FASTA, realiza o processa-
mento para identificacdo de funcionalidade, converte os resultados encontrados para termos da
ontologia de gene (GO), gera um consenso a partir dos resultados encontrados e os devolve para

o usudrio em formato de arquivo de anotagdo GFF.

Discussao

Como observado, os pipelines descritos nessa secao compartilham de um conjunto de carac-
teristicas: possuem um fluxo de execucao padrido e um conjunto fixo de programas (a exce¢ao
€ o pipeline DIYA, pois permite que o usudrio modifique seus programas) e trabalham apenas

com arquivos (ndo estdo conectados a bancos de dados).

2.4.2 Construtores de fluxo de trabalho

Os construtores de fluxo de trabalho s@o sistemas que permitem ao usudrio montar um es-
quema que executa uma série de tarefas para o processamento de suas sequéncias, que podem
gerar dois tipos de fluxos, os fluxos de trabalhos genéricos (workflows) ou os pipelines. A pri-
meira categoria permite a criagdo de um conjunto amplo de tarefas, uma vez que ndo exige a co-
nexao fisica entre seus componentes, apenas a ordem de execucao dos componentes € definida.
Uma desvantagem € que esse processo pode requerer um maior conhecimento computacional,
pois € possivél que haja a necessidade de conversdo entre as entradas e saidas dos programas.
Nos pipelines, por terem etapas fixas, tais conversdes ja estdo implementadas. A partir da revi-

sdo da literatura foi possivel encontrar construtores de fluxo como 0 EGene [DKM™05], Pegasys
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[SHS"04], o Bioinformatics Computational Journal (BCJ) [FRG107], o BioWMS [BCMSO07],
o Cyrille2 [FvdBD108], o Taverna [OAF"04] e o Biopipe [HRmC*03].

O eGene [DKM™05] é um sistema integrado para a constru¢io de pipelines com o objetivo
de processar e anotar automaticamente sequéncias biolégicas, que consiste de um repositorio
de componentes de processamento e um arcaboucgo para a execug¢do de pipelines. Permite que
0 usudrio construa seu pipeline a partir de um conjunto de componentes de acordo com sua ne-
cessidade. O EGene é composto por mais de cinquenta componentes, que englobam as tarefas
de pré-processamento, coleta de evidéncias para anotacao e construcdo de relatérios de anota-
¢do. Cada componente € um script Perl, que pode funcionar como um componente autdnomo
ou utilizar softwares de anotacdo disponiveis. Quando trabalha em conjunto com os softwares,
o script € implementado de forma a executar os programas, parsear os resultados e integra-los
ao sistema. O elemento-chave que garante a abstracdo da representacdo é o componente Se-
quenceObject.pm, um mdédulo Perl que encapsula todas as funcionalidades relacionadas com a
manipulacdo de sequéncias. Um pipeline é descrito através de um arquivo de configuracio, que
consiste de um arquivo texto que especifica, em ordem, os programas a serem executados e seus
respectivos parametros. Tal arquivo pode tanto ser criado a partir de editores de texto como
através da ferramenta grafica do EGene, o CoEd. Desenvolvido em Java, o CoEd especifica
todos os parametros de entrada de um programa (obrigatorios e opcionais), € atribui os valores-
padrdo aos mesmos (que podem ser modificados pelo usudrio). A figura 2.7 ilustra um pipeline
construido a partir do Coed. Os retangulos representam os componentes escolhidos e as setas
a ordem de execugdo. Para a execucdo de um pipeline, um programa em Perl 1€ o arquivo de
configuracdo e inicia cada etapa de processamento. Os resultados sdo devolvidos nos formatos
de arquivos padrdo, como Feature Table, GenBank e GFF. Um outro formato de saida gerado é
0 XML, um formato particular do sistema, que pode ser utilizado como entrada para a execu¢do
de um novo pipeline do EGene.

O outro tipo de sistemas construtotes de fluxo de trabalhos geram workflows, que sdo sis-
temas poderosos uma vez que descrevem um amplo conjunto de tarefas a partir da inclusio de
varios softwares. Contudo os workflows sao mais dificeis de entender e de se expandir, pois na

maioria dos sistemas existe pouca abstracdo em cada médulo. Em geral os workflows possuem
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Figura 2.7: Exemplos de um pipelines do EGene. A parte de cima da figura (A) ilustra um
pipeline construido através de um editor de texto e a de abaixo (B) mostra o0 mesmo pipeline
representado no CoEd. Os retangulos representam os componentes a serem executados e as
setas estabelecem a ordem de execucdo.

um componente capaz de realizar conversdes entre os arquivos utilizados por alguns progra-
mas, o que restringe o usudrio a adicionar ao seu workflow somente programas que utilizem
arquivos nos formatos compativeis as conversdes realizadas. Como o foco do nosso trabalho é
a busca de um sistema que permita ao usudrio montar seus fluxos de trabalho livremente, ndo

nos focaremos no estudo dos workflows.
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2.4.3 Visualizadores

Os visualizadores de anotacdo sdo ferramentas que permitem ao usudrio analisar grafica-
mente as caracteristicas de um genoma. Tais caracteristicas sdo representadas como figuras
geométricas em um sistema de coordenadas, onde o eixo horizontal representa a sequéncia e
cada tipo de caracteristica € exibida em diferentes niveis e cores, de forma a diferencid-la das
demais. As caracteristicas que atribuem valores a cada posi¢ao da sequéncia, como contetido
GC, sdo representadas como graficos. O visualizador permite o usudrio navegar na sequéncia,
buscar uma regido especifica (a partir de suas coordenadas), variar o nivel de detalhamento,
bem como visualizar as anotagOes atribuidas as regioes.

Descreveremos nessa se¢do trés visualizadores disponiveis na literatura: GBrowser [SMS*02],

JBrowser [Sea09] e o Gaggle [BKR™10].

GBrowser

O GBrowser (Generic Genome Browser) [SMST02] é um visualizador de genomas desen-
volvido pelo GMOD [gmo08], que consiste na combina¢do de uma base de dados e pédginas
web interativas para a visualizagdo das regides gendmicas de uma sequéncia e das anotacdes
atribuidas as regides. O GBowser aceita como entrada tanto arquivos em formatos de anotacao
quanto conexd@o com um banco de dados por intermédio de um conector (embora os proprios
autores citem queda no desempenho) e € capaz de exibir sequéncias de diversos tamanhos -
desde pequenas até as que possuem megabases de tamanho.

A funcionalidade de busca do navegador € bastante flexivel. A pesquisa na sequéncia pode
usar um conjunto diversificado de parametros como nome do cromossomo de acordo com o
organismo que estd sendo exibido (por exemplo, /I para C. elegans, 2L para D. melanogaster e
2 para Mus musculus), nome do contig, identificador do repositério GenBank, entre outros.

O GBrowse permite ao usudrio adicionar anotacdes particulares a respeito da sequéncia exi-
bida. Para tanto, o usudrio deve criar um arquivo em formato GFF que contém suas anotacdes
e a localizacdo das mesmas na sequéncia. Adicionalmente o usudrio configura os atributos
grificos das anotagdes, como cor, altura, entre outros. A figura 2.8 ilustra a tela principal do

visualizador.
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A ferramenta permite que o usudrio configure o navegador, a fim de definir quais tipos

de caracteristicas da sequéncia devem ficar visiveis, a ordem de exibicido na tela e as cores

das caracteristicas. As configuracdes de cada usudrio ficam armazenadas, de forma que s@o

recuperadas toda vez que o usudrio acessa o navegador.
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Figura 2.8: Tela principal do navegador GBrowse. No canto superior temos duas caixas, uma
para limitacdo da regido de busca (A) e outra para selecdo das sequéncias (B). O navegador
permite ao usudrio configurar as caracteristicas exibidas no navegador (C). A ferramenta dispo-
nibiliza a capacidade de navegar no genoma e de alterar o nivel de detalhamento da sequéncia
(D). A sequéncia é representada como um eixo horizontal (E) e suas caracteristicas s@o exibidas
abaixo do eixo e agrupadas por tipo(F). O usudrio pode configurar quais caracteriticas devem

ficar visiveis no navegador a partir da op¢do Select Tracks (G).

Caso o usudrio deseje analisar as propriedades de uma caracteristica, basta seleciond-la e o

navegador exibird uma tela com as devidas descri¢des. A figura 2.9 ilustra o exemplo de uma

caracteristica selecionada.

JBrowser

O JBrowser [Sea09] é um visualizador de genomas baseado em JavaScript. Da mesma

forma que o navegador anterior, o JBrowser aceita como entrada tanto arquivos em formato de
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Figura 2.9: Tela que exibe as propriedades de uma caracteristica selecionada no GBrowser.
Nela sdo exibidas informac¢des como nome, tipo, fonte, localiza¢do, tamanho e composi¢ao
nucleotidica.

anotacdo como conexao com um banco de dados.

A funcionalidade de busca dessa ferramenta ¢ um pouco mais restrita que a do JBrowser,
pois permite a busca apenas pelo nome de uma caracteristica ou seu identificador, cromossomo
e /ou coordenadas da sequéncia.

O JBrowser permite ao usudrio configurar quais caracteristicas devem aparecer e sua respec-
tiva ordem no visualizador. Essa configuracdo € feita facilmente a partir da acdo de selecionar
e arrastar a caracteristica na tela. A figura 2.10 mostra a interface visual da ferramenta.

De forma semelhante ao GBrowse, o navegador permite ao usudrio visualizar as informacgdes
de uma caracteristica seleciona. Para tanto o usudrio deve selecionar a caracteristica de interesse
com o botao esquerdo e escolher a op¢cao View details. Nessa ferramenta, as propriedades sdao
exibidas em uma tela distinta. A figura 2.11 mostra um exemplo das informacdes de uma
caracteristica selecionada.

Nossa pesquisa bibliogréfica indicou que o JBrowse é ainda pouco utilizada em projetos
(apresenta-se pouco citada em trabalhos). O GBrowser ainda € preferida como ferramenta de

visualizagdo em projetos gendmicos.

Gaggle

O Gaggle Genome Browser (GGB) é uma ferramenta grafica interativa desenvolvida em
Java (diferente do GBrowser e do JBrowser, esse visualizador nio exibe as sequéncias em uma

pagina web). O visualizador foi desenvolvido com o objetivo de permitir exploracdo interativa
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Figura 2.10: Visualizacdo das caracteristicas de uma sequéncia a partir do JBrowser. A fer-
ramenta permite ao usudrio navegar na sequéncia, seleciona niveis de zoom, selecionar um
cromossomo € uma regido a partir das suas coordenadas (A). As caracteristicas da sequéncia
sdo exibidas a partir de figuras geométricas no centro da tela(B). As caracteristicas quantitativas
da sequéncia s@o exibidas como graficos (C). No exemplo sdo exibidas regides de conservagao.
As caracteristicas da sequéncia que ndo estdo sendo exibidas no momento ficam sao listadas
a esquerda da tela (D). Para exibir alguma delas, basta selecionar a desejada e arrastar para o
centro do navegador. Figura modificada extraida de [Sea09].

e ter facil acesso aos dados, com a habilidade de manipular grandes conjuntos de dados. A
pesquisa por caracteristicas na ferramenta € feita por meio de palavras-chave.

Diferente dos visualizadores descritos, 0 Gaggle nao se conecta com algum banco de dados.
A exibi¢cdo das sequéncias € feita através da entrada de arquivos. O usudrio pode configurar
quais caracteristicas devem ser exibidas e sua forma de exibi¢ao (como cor, altura) e importar
novas caracteristicas particulares em formato GFF. A figura 2.12 ilustra a interface gréfica do

Gaggle Genome Browser.
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mRNA Apple3

Primary Data
Type mRNA
Description  mRNA with both CDSs and UTRs
Position ctgA:17400..23000 (+ strand)
Length 5,601 bp
Attributes
load_id rma-Apple3
seq_id cigh
source exonerate

Region sequence

>ctgA ctgA:17400..23000 (+ strand) class=mRNA length=5601
cgcccagecgcaatcgtgggtttactegaccgeggttatectgectacttagetgeattecta
aaacaggatt jgccgcgagggttgegaacctatggttgagaacagagtcatagagte
agatgcgcagggacggcacggatccacatggcagttaactaatattaatacccccttagect
cgtatatgggcgtgtgecagtecttgtecactcgeggacgegtatcegagegattetgtettee
aacgctattcgttaccactttggcacctctttgetaagecaggatgagaacatctcactcact
acgagccttgactttcagecacgeggtacgagggeactgggettctegtectttgetagatgt
aggtgccttccecgeccteatgacgatgtcacgtetateggtttattaaggtecggggaccatt
acgagattaccccgcgaccttcgtccaaatgggatcacggecaacgttccacgaggggegegt
tgcctgagecactcgggtatccecttecgatatccgecagaagtctagetaggagcaccgeca |-
agcattacccgattaagcaaagcctactcatcgecatacacggttcttggggtttgegtcaga

Subfeatures
Primary Data
Type CDS
Position CctgA:19000..19500 (+ strand) -

Figura 2.11: Tela secundaria do JBrowser. Ao selecionar uma caracteristica da tela principal, o
navegador abre uma tela com as informagdes a respeito da caracteristica selecionada.

Apesar de ser um visualizador, permite que informagdes em forma de texto sejam adici-
onadas as regides, que sdo anexadas na forma de bookmarks. A figura 2.13 ilustra a tela de
anotagdo do Gaggle. Ao selecionar a regido, sdo retornadas sua localiza¢do gendmica e sequén-
cia. A caixa de texto Annotation permite que o usudrio digite as informacdes que deseje. A
ferramenta disponibiliza a opcao de executar uma busca de similaridade a partir da sequéncia
de bases da regiao selecionada. Ao selecionar essa op¢do, a ferramenta abre um navegador
com a pagina da ferramenta BLAST online juntamente com a sequéncia nucleotidica a ser bus-
cada. Adicionalmente, é possivel exportar as informacdes atribuidas a sequéncia em formato de

arquivo de texto.

Discussao

Os visualizadores descritos nessa se¢do trazem algumas semelhancgas e diferencas entre si.
Em relacdo a entrada de dados, o GBrowser e o JBrowser aceitam tanto dados em formatos

de aquivos de anotacdo como conexdao com bancos de dados. Ja o Gaggle apenas trabalha
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Figura 2.12: Interface visual do GGB. Diferente dos visualizadores descritos anteriormente, o
eixo que representa a sequéncia se encontra no centro do visualizador (A). As caracteristicas
localizadas acima do eixo se relacionam com a fita direta e as abaixo com a fita complementar.
A barra lateral a esquerda (B) ilustra os cursores disponiveis para selecio e a barra de zoom.
Através da ferramenta de busca, o usudrio pode pesquisar uma caracteristica a partir de uma
palavra-chave(C). O usudrio pode adicionar informagdes as regides das sequéncias, que sao
listadas a direita do visualizador(D). Ao selecionar caracteristica, informacdes a seu respeito
s@o exibidas em um painel (E).

com manipulacio de arquivos. Quanto a entrada de arquivos anotagdes particulares, apenas
o GBrowser e o Gaggle permitem que o usudrio entrem com essas informacdes. Em relacdo
a selecdo das caracteristicas que devem ficar visiveis no navegador, todos os visualizadores
permitem o usudrio configurar quais deve aparecer. Destaque para o JBrowser, uma vez que
esta acdo pode ser feita facilmente (basta selecionar a caracteristica escolhida e arrasta-la para
o centro da tela). Com relacdo a visualizacdo das caracteristicas, a exibi¢do no Gaggle € feita
de forma diferenciada do GBrowser e do JBrowser, uma vez que o eixo € representado no
centro da tela e as caracteristicas relativas a fita direta sdo exibidas acima do eixo e as da fita

complementar abaixo da tela.
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Name: [[8658, 9860] |

Chromesome: |chromosome
Start: |8658
End: | 9560

Strand: |reverse | »

Sequence:

Annotation:

OK | |Cancel | | BLAST

Figura 2.13: Tela de atribuicao de informacdo a uma caracteristica do Gaggle. Ao selecionar
uma regiado, sao exibidas sua localizagdo gendmica (cromossomo, fita, inicio e fim) e o conjunto
de bases da regido. Caso o usudrio se interesse em realizar um BLAST, a ferramenta abre um
web browser com a ferramenta online.

2.4.4 Editores de anotacao

Editores de anotacdo sdo ferramentas que recebem como entrada sequéncias previamente
processadas, exibem graficamente as evidéncias encontradas e anotagdes atribuidas e permitem
a alteracdo de informagdes da sequéncia. De forma similar aos visualizadores, as caracteristicas
da sequéncia sdo apresentadas como figuras geométricas que se localizam em um sistema de
coordenadas, onde o eixo representa a sequéncia referéncia. Da mesma forma que no Gaggle,
o eixo de coordenada nos anotadores se localiza no centro da tela e as figuras localizadas acima
do eixo se relacionam com as caracteristicas da fita direta e as abaixo com a fita complementar.
As caracteristicas sao diferenciadas umas das outras pela cor, muitas vezes configurdvel pelo
usudrio. As informagdes a serem atribuidas as regides dependem das permissdes de cada ano-
tador. Como anotadores podemos citar o Artemis [RPCT00], o Apollo [LSH"02] e 0 GenDB
[MGM™'03]. O GenDB, apesar de ndo ser somente um editor, exibe as graficamente os re-
sultados dos processamentos e permite que o usudrio adicione informagdes manualmente as

sequéncias.
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Artemis

O Artemis [RPCT00] é uma ferramenta de visualiza¢do e anotagdo manual de sequéncias
tamanho pequeno e médio desenvolvida em Java pelo Instituto Sanger 8 que permite ao usud-
rio navegar interativamente pela sequéncia e visualizd-la em diferentes niveis de granularidade
(desde aminodcidos até o genoma completo). A ferramenta possui navegacgao interativa, capa-
cidade de representar graficamente certas propriedades das sequéncias (como conteudo C+G,
skew C/G, c6édons de uso, entre outras), visao estatistica da sequéncia (por exemplo, porcenta-
gem de determinada base na sequéncia ou em certa regido dela) e visualiza¢do de propriedades
individuais de proteinas, como hidrofobicidade, que pode trabalhar tanto com a manipulagdo de
arquivos como conectada a um banco de dados com uma modelagem Chado. Em relacdo aos
arquivos, aceita como entrada sequéncias nos formatos EMBL, Genbank, GFF3 e FASTA. Em
relacdo ao ndmero de sequéncias que podem ser abertas simultaneamente no Artemis, quando
essa ferramenta trabalha com a manipulacdo de arquivos, mais de uma sequéncia pode ser vi-
sualizada. Contudo, quando o Artemis esti conectada a um banco, apenas uma sequéncia pode
ser analisada por vez.

Em relacdo as sequéncia analisada, a ferramenta permite ao usudrio executar um conjunto
de acdes, como adicionar, editar e apagar caracteristicas. Adicionalmente, o Artemis permite ao
usudrio selecionar uma caracteristica da sequéncia e executar buscas de similaridade online con-
tra base de dados de sequéncias conhecidas. Para tanto, quando o usudrio seleciona essa op¢ao,
0 Artemis abre um navegador com site do Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) passando
como entrada a sequéncia nucleotidica da regido selecionada juntamente com os paramentros
ajustados pelo usudrio e executa a busca. Os resultados sdo exibidos na propria pagina do Blast.
O Artemis permite a adicdo de programas externos, contudo essa tarefa ndo é simples, uma
vez que exige um maior conhecimento na estrutura de ambas as ferramentas para que se possa
implementar scripts para a troca de informacdes entre mesmas. A figura 2.14 ilustra a tela
principal do Artemis.

A adi¢do de informacdes as regides das sequéncias € feita de duas formas, dependendo da

maneira que o usudrio estd trabalhando (manipulag¢do de arquivos ou conectado a um banco de

8http://www.sanger.ac.uk
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Figura 2.14: Tela principal do anotador. O Artemis, quando trabalha com a manipulacido de
arquivos, permite ao usudrio abrir mais de uma sequéncia de uma s6é vez. As sequéncias car-
regadas no sistema sdo exibidas para o usudrio (A) e as atualmente visiveis estdo selecionadas.
As informacgdes quantitativas sdo exibidas através de graficos nas primeiros niveis da tela (B).
As caracteristicas das sequéncias s@o exibidas em dois niveis de detalhamento: sem (C) e com
os seus nucleotideos visiveis (D). No final do anotador sao listadas todas as caracteristicas da
sequéncia, com suas coordenadas e informacgdes anexadas (E).

dados). Quando trabalha com manipulagdo de arquivos, a anotagdo do Artemis € feita por meio
de texto livre, na qual o usudrio seleciona um qualificador (qualifier) e adiciona os termos de
acordo com a sua preferéncia. A figura 2.15 ilustra a tela de anotacdo do Artemis. Quando o
Artemis esta conectado a um banco de dados, o ambiente de anotacao exibe a regido selecionada
de forma detalhada. A adi¢do de termos pode ser realizada tanto de forma textual, como a partir
da selec@o de termos de ontologia disponiveis na base de dados e por meio de adi¢do de ortologia
e parologia com outras sequéncias. A figura 2.16 ilustra o ambiente de anotacdo da ferramenta

quando conectada a um banco de dados. Nela sdo exibidas a estrutura da regido juntamente com
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a parte da adi¢do de anotacdes(a) ilustra a estrutura do gene. (b) mostra a parte de anotacdo em
si. O usudrio pode adicionar informagdes textuais, com palavras-chave, qualificadores e valores,

juntamente com termos de ontologia.

Artemis Feature Edit: SPBC1215.02c

Key: Add Qualifier: |EC_number
Location: |2,2663,,2881,2953 ,4071, 4111, ,4372, 4413, , 4849, 4889, , 5007, 5251, . 5389, 5434,  5465))

-:| Complement | Grab Range | Remove Range | Goto Feature | Select Feature | TAT | ObjectEdit

/fasta_file="fasta/gf.tab.seq, 00002, out"

/note="SPBC1215.02c, len:811, SIMILARITY:Saccharomyces cerevisiae, DECL_YEAST, decl
protein, (796 aa), fasta scores: opt: 184, E():0.00014, (23 4% identity in 577 aa)"
/gene="5PBC1215, 02c”

Jproduct="similar to yeast DECl mitochondrial inheritance and actin cytoskeleton
organisation protein”

Jeolour=7

/label=SPBC1215.02c

‘ Ok | | Cancel | ‘ Apply |

Figura 2.15: Tela secundéria do Artemis, que ilustra o processo de anotacdo quando a ferramenta
trabalha com manipulacdo de arquivos.

Apollo

O Apollo [LSH102] é um editor de anotagdo desenvolvido pelo projeto GMOD com o obje-
tivo de permitir especialistas refinarem, de forma intuitiva e flexivel, as anotacdes das sequén-
cias geradas automaticamente por métodos computacionais. O Apollo permite ao usudrio vi-
sualizar tanto o cromossomo inteiro bem como uma regido pré-estabelecida (no Artemis abre
apenas a sequéncia inteira) e oferece aos pesquisadores a capacidade de examinar, manipular e
alterar a interpretacao dos dados. Como entrada a ferramenta aceita diversos formatos: a partir
de um servidor CGI Emsembl, arquivos no formato GAMEXML, GFF3 e outros, e conexao
com banco de dados com o esquema Chado.

Diferente do Artemis, o Apollo nao exibe os niveis de granularidade da sequéncia, pois
existem apenas dois niveis de visualizagdo: exibindo apenas o eixo (menor nivel de zoom)
ou exibindo os nucleotideos da sequéncia (maior nivel de zoom). Em relagdo a manipulagdo
das caracteristicas das sequéncias, igualmente ao Artemis, permite adicionar, editar e deletar
caracteristicas a sequéncia. Ajustes pontuais no nivel de sequéncia sdo possiveis através do

painel de editor de éxons. Em relacdo a adi¢do de anotacdes nas caracteristicas, o Apollo tem
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Figura 2.16: Tela secundéria do Artemis, que ilustra o processo de anotacdo quando a ferramenta
trabalha conectada a um banco de dados. Nela sdo exibidas a estrutura da regido selecionada
(A), o painel para a adicdo de informagdes textuais (B), a regido para a atribuicao de termos de
ontologia a regido (C) e para relacionamentos de ortologia e paralogia (D).

uma interface mais limitada quando comparado ao Artemis, pois permite apenas que pequenas
alteracdes, como adicao e alterac@o de sindnimos, adi¢do de comentérios e adi¢ao de referéncia
da regido em outra base de dados sejam realizadas e as alteragdes sdo anexadas com data e nome
de quem as colocou.

Em relacdo a execugdo de andlises em regides selecionadas, o Apollo é mais abrangente
que o Artemis, uma vez que disponibiliza os programas BLAST [SGM*90] e Primer-BLAST
[YCZ"12] e exibe os resultados encontrados na prépria ferramenta. Tais programas sdo exe-

cutados em regides individuais e os resultados exibidos em um painel diferenciado, que podem
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se tornar caracteristicas da sequéncia, caso seja de interesse do usudrio. A figura 2.17 ilustra a

interface do anotador.
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Figura 2.17: Tela principal do anotador Apollo. A regido central (fundo branco) representa a
sequéncia (A). Na regido com fundo azul localizam-se as caracteristicas da sequéncia (B). Na
regido com fundo preto, sdo exibidos os resultados da execu¢do de programas (C). O usudrio
pode navegar na sequéncia a partir do painel de navegacao (D). Ao selecionar uma caracteristica,
suas informagdes sdo exibidas em um painel(E).

GenDB

O GenDB[MGM 03] ° consiste de um sistema desenvolvido pelo Bioinformatics Resource
Facility (BRF) do Center for Biotechnology (CeBiTec) da universidade de Bielefeld, que é um
framework extensivel para anotacdo gendmica, desenvolvido em Perl, para identificar, classifi-
car e anotar genes procaridticos, usando um grande nimero de ferramentas. O GenDB possui
um fluxo de trabalho permite ao usudrio inserir suas sequéncias, processa-las, visualizar grafi-

camente os resultados e adicionar manualmente as anotac¢des. E importante notar que o proces-

“http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/comics/index.php/gendb
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samento das sequéncias apenas atribui a elas o que o autor denomina como observagdes. As
anotacdes sdo atribuidas a partir de curacdo manual e podem seguir a ontologia GO, mas 1sso
nao é uma obrigatoriedade. A modelagem de dados da ferramenta é simples, com trés tipos de
objetos principais: regido, observacdo e anota¢do, onde uma regido € uma sequéncia ou parte
de sequéncia a ser analisada, uma observacao € o resultado do processamento e uma anotagdo €
a interpretacdo da pessoa que analisa os resultados.

A figura 2.18 ilustra a tela principal do GenDB. Diferente do Artemis e do Apollo, as ca-
racteristicas s@o exibidas no painel superior e a sequéncia nucleotidica no painel inferior, sendo
que o ultimo exibe as regido que compreende a caracteristica selecionada.

A maior limitacdo dessa ferramenta € que a mesma apresenta diversos problemas para a
instalacdo em uma mdquina local, sendo que apenas funciona plenamente no ambiente criado
pelos desenvolvedores da ferramenta no servidor da Cebitec. Assim, para conseguir manipular
suas sequéncias, o usudrio precisa requisitar um login e submeter suas sequéncias ao servidor
da ferramenta, o que ¢ uma limita¢do quando se trabalha com sequéncias que ndao podem ser

submetidas a terceiros. Quando conectada ao servidor, o usudrio pode selecionar sequéncias.

Discussao

Os trés anotadores descritos nessa se¢ao exibem as caracteristicas da sequéncia em um sis-
tema de coordenadas e permitem a anotacdo de forma textual livre. O Artemis e o GenDB
permitem a inclusio de termos de ontologia, mas isso ndo é uma restricdo. Quanto ao proces-
samento de regides especificas, apenas o Apollo possui ferramentas integradas para andlise e
que permite a inclusdo dos resultados na sequéncia. O Artemis e permite a andlise através de
ferramenta online (o Artemis disponibiliza uma forma de integracao com ferramentas externas,

porém esta € ndo trivial).

2.4.5 Ferramentas integradas

As ferramentas integradas sdo conjuntos de programas capazes de receber sequéncias, processi-
las a partir de pipelines e exibir graficamente seus resultados. Tais ferramentas podem ainda

estar integradas a bancos de dados. Para ilustrar o funcionamento de uma ferramenta integrada,
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Figura 2.18: Tela de anotacdo do GenDB. No painel superior (A) € possivel visualizar os contigs
da sequéncia, as observacdes, gerar relatdrios e fazer buscas. O visualizacdo atual exibe os
contigs da sequéncia (B). Ao selecionar um deles, sdo exibidas suas caracteristicas (C). Ao
selecionar uma caracteristica do contig, suas informacdes sao exibidas (D) e a regido do contig
selecionado fica em destaque (E).

descreveremos trés ferramentas nessa se¢ido: Ages [KDC*'11], BaSys [DSST05] e AutoFact
[KGLBO05].

O Ages (A Software System for Microbial Genome Sequence Annotation) [KDC*11] integra
ferramentas e bases de dados disponiveis publicamente para andlise de genomas microbias.
Como entrada a ferramenta aceita contigs em formato FASTA e realiza a andlise a partir do seu
pipeline, que é composto por um programa identificador de regides de repeti¢cdo (TRF) e por
outros dois pipelines, DIYA e PIPA. O DIYA ¢ utilizado para identificar regides caracteristicas
genOmicas e o PIPA faz a anotacdo funcional das regides proteicas encontradas pelo DIYA. Os
resultados encontrados sdo tanto exibidos por meio do navegador GBrowser como exportados
em formato de arquivo de anotacdo GenBank. A figura 2.19 ilustra o fluxo de informacdes na

ferramenta. A ferramenta estd integrada a um banco de dados, o que permite que tanto os dados
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de entrada como os resultados dos processamentos sejam armazenados.
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Figura 2.19: Funcionamento da ferramenta Ages. Os contigs sdo recebidos como entrada e
processados para a identificacdo de suas regides. As sequéncias codificadoras de proteinas sao
processadas pelo pipeline PIPA com o objetivo de atribui¢dao de funcionalidade. Os resultados
sdo devolvidos em formato GenBank e podem ser visualizados com o GBrowser.

O BASys (Bacterial Annotation System) [DSST05] é um servidor web '© para a anotagio
de genomas microbiais, que realiza a andlise dos dados e exibe os resultados em um mapa de
genoma circular com hiperlinks. A ferramenta é composta de trés partes: (1) interface web para
a submissdo das sequéncias brutas, sincroniza¢do da anotacdo e monitoramento do processo,
(2) pipeline para a andlise dos dados e (3) geracdo das anotacdes e sistema de relatério para a
exibi¢cdo dos dados de saida, que podem ser paginas HTML ou arquivos de texto. O pipeline
de anotacdo é composto de programas para identificagdo de regides (Glimmer [DHK199] e
o Critica [BO99]) e atribui¢do funcional (buscas por similaridade realizadas com o BLAST
e programas de andlise de sequéncia). A figura 2.20 ilustra o funcionamento da ferramenta.
Os dados entram na plataforma e sdo processados pelo Glimmer e pelo Critica. As regides
codificadores sdo entdo processadas por um procedimento de andlise que integra buscas por
similaridade e programas de andlises de sequéncias.

O AutoFact [KGLBO5] € uma ferramenta para classificacdo e anotacao funcional de sequén-

cias. A ferramenta recebe como entra arquivos em formato fasta de nucleotideos ou proteinas,

1Ohttp://basys.ca
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Figura 2.20: Funcionamento da ferramenta BASys. Os dados entram na plataforma e sdo pro-
cessados por preditores de genes e um conjunto de programas para a busca funcional dos genes
preditos. Os resultados s@o exibidos em paginas HTML ou em formato de arquivo.

executa uma série de pesquisas BLAST contra bases de dados selecionadas pelo usudrio e gera
arquivos de saida com os resultados, que podem ser paginas HTML, ou arquivos em formatos
GFF ou tabular de texto. O resultados devolve a classificacdo das sequéncias, que se encaixam
em uma das seis categorias: rRNA, proteina funcionalmente anotada, proteina ndo atribuida,
dominio protéico, EST desconhecido (quando se usa dados de EST) e ndo classificado. A figura

2.21 ilustra o fluxo do sistema.

Discussao

As ferramentas descritas nessa se¢do compartilham duas retricdes. A primeira se relaciona
com o processo de andlise dos resultados, uma vez que nenhuma das ferramentas descritas
permite que o usudrio faga anotacdo manual. A segunda se relaciona com as etapas fixas de
processamento, pois 0 mesmo € realizado por um conjunto fixo de programas configurados na

ferramenta.

2.5 Discussao

Como descrevemos, na literatura existem ferramentas para os diversos tipos de andlise e
anotacdo de sequéncias, que podem executar tarefas isoladas relacionadas a algumas das trés

fases do processo de anotagdo, como predicao, busca funcional de regido, visualizagdo ou anota-
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Figura 2.21: Funcionamento da ferramenta Autofact. As sequéncias entram em formato fasta,
sdo executadas a partir de buscas de similaridade e os resultados sdo devolvidos em péginas
HTML ou em formato de arquivo.

¢do de genomas, ou fazer parte de um sistema integrado que realiza varias tarefas. Contudo, ndo
existe uma ferramenta integrada na qual o usudrio pode selecionar, processar, analizar, anotar e
armazenar suas sequéncias, bem como recupera-las quando necessdrio para novas andlises. Em
geral, a maioria dessas ferramentas nao sao gerais e se destinam a propdsitos especificos, como
identificar regides de interesse e suas respectivas funcionalidades ou permitir visualizacdo ou
anotacdo dos resultados. A que mais se aproxima desse cendrio € o GenDB, entretanto possui
uma modelagem de dados simples, na qual apenas um subconjunto de informagdes resultantes
de um processamento sdo armazenadas no banco (o artigo ndo informa a modelagem do banco)
e a anotacdo ¢ feita unicamente de forma manual (para anotacdo automadtica, é necessaria a

adicao de plug-ins).
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Algumas restri¢des sdo compartilhadas pela maioria dos sistemas descritos nesse capitulo.
A primeira se relaciona com o conjunto de entrada para andlise. Nenhuma das ferramentas
existentes permite a selecio de um subconjunto de sequéncias. Todo o conjunto de entrada
¢é considerado. A segunda restricdo diz respeito ao tipo de organismo a ser analisado. Quase
todas as ferramentas trabalham apenas com organismos procariotos, com excecao do Genescript
e eGene, que ndo discriminam o tipo do organismo e o PIPA que € restrito para proteinas. Outra
restri¢do se relaciona aos processos ou etapas fixas realizadas por essas ferramentas. A maioria
delas ndo permite ao usudrio especificar os programas a serem executados nem a ordem de
execucdo desejada. Uma excegdo a essa limitacdo € o eGene, que, por ser um sistema montador
de pipelines, delega ao usudrio a especificagdo dos programas e da ordem de execucdo, ao
GenDB, que permite a adi¢do de novos programas a partir de plug-ins e ao DIYA, que permite
ao usudrio mudar os programas da ferramenta.

A quarta limitagdo se refere a aceitacdo de dados metagendmicos. Em outras palavras,
relaciona-se com a aceitacao de uma grande quantidade de dados. Das citadas, apenas o proce-
dimento operacional padrdo JCVI foi desenvolvido com esse objetivo. As demais ferramentas
nao suportam tais dados, uma vez que nao trabalham com tamanha quantidade de sequéncias,
nem permitem a selecao de um subconjunto delas.

A ultima restri¢ao diz respeito a atribui¢do de termos as regidoes das sequéncias. Nas ferra-
mentas que fazem a atribuicdo de termos as regides da sequéncia, a como Artemis, o Apollo, o
Gaggle e 0 GenDB, essa atribuicdo € feita livremente em formato de texto. O Artemis, possibi-
lita a atribuicao de termos de ontologia as regides durante o processo de anotagdo, mas isso nao

€ uma obrigatoriedade.
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Capitulo 3

PATO: sistema para anotacao genomica

Como vimos no capitulo anterior, existem diversas ferramentas que auxiliam nas tarefas
de anotacdo. Essas ferramentas podem desempenhar uma tarefa especifica relativa a uma das
trés fases do processo, como predi¢do de regides e andlise visual dos resultados, ou integrar
programas para a execu¢do de um conjunto de tarefas. Contudo, néo é possivel encontrar uma
ferramenta que possibilita ao usudrio realizar buscas, processar, analisar, anotar suas sequén-
cias em um mesmo ambiente. As ferramentas de processamento de sequéncias normalmente
realizam processamento e devolvem o resultado em formatos de arquivo de anotagdo para que
possam ser analisados em ferramentas grificas. As ferramentas integradas recebem um con-
junto de dados, realizam processamentos a partir de um pipeline fixo e exibem os resultados por
meio de um visualizador ou em paginas HTML, mas, ndo permitem a adi¢do de informacdes
as regides das sequéncias. Finalmente, nenhuma das ferramentas analisadas disponibilizava um
sistema amplo de busca e selecao de sequéncia baseados nos dados a ela associados. O Artemis
pemite que o usudrio fagca buscas dentro da(s) sequéncia(s) em estudo através dos qualificadores
anteriomente adicionados, porém nao permite realizar busca de mais de um qualificador por vez
nem de sequéncias no banco de dados.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento uma plataforma que per-
mite o usudrio desempenhar as tarefas de anotagao em um tnico ambiente. A idéia é proporci-
onar ao usudrio liberdade para trabalhar com o seu conjunto de dados, possibilitando a selecdo
de sequéncias para anélise, constru¢do dos pipelines processamento das mesmas e andlise dos

resultados a partir de um visualizador, que permite ao usudrio adicionar informacdes as regides
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e fazer a curadoria das sequéncias. A possibilidade da selecdo das sequéncias com base nas
informacdes a ela associadas durante o processo de anotacdo € uma das caracteristicas unicas
de nosso sistema.

O desenvolvimento do sistema Pato (pipeline annotation tool) se deu através da extensao
e integracao da plataforma EGene, do visualizador Gaggle e do esquema de banco de dados
Chado. Esses trés sistemas foram escolhidos pela sua modularidade e facilidade de extensao.

Este capitulo descreve a plataforma desenvolvida e esta dividido em duas partes. A primeira
detalha o funcionamento da plataforma, descrevendo as acdes possivel e ilustrando o ambiente
grifico da mesma. A segunda descreve sua arquitetura, detalhando cada parte, as ferramentas

integradas ao sistema e as modificacdes necessarias em cada uma delas.

3.1 Arquitetura

A plataforma Pato estd organizada em trés médulo (figura 3.1): processamento, andlise e
camada de dados.

O modulo de processamento é formado pelo sistema EGene. Sua escolha se deve ao fato de
ser um sistema integrado para constru¢do de pipelines, que delega ao usudrio a escolha dos pro-
gramas para processar as sequéncias. O EGene ¢ composto por mais de cinquenta componentes,
que abragem as tarefas de pré-processamento, coleta de evidéncias e geracdo de relatdrios de
anotagdo. A interagdo entre o sistema e o usudrio € feita através da interface grafica do EGene,
o CoEd. O EGene, em sua versdo original, trabalhava apenas com a manipulag¢do de arquivos
e gerava como resultado dos processamentos arquivos XML. Contudo, o uso de um arquivo li-
mitaria a plataforma em termos de nimero de sequéncia e alternativas de busca. Desta maneira
decidimos extender a plataforma EGene para uso de um banco de dados, sendo escolhido para
1sso o esquema Chado.

O modulo de andlise consiste de um ambiente grafico responsavel pela comunicagdo com o
usudrio. Todas as acdes (com excecao da montagem dos pipelines), desde a inser¢ao as sequén-
cias até a atribuicdo de conclusdes as suas regides, sdo realizadas através desse componente.
Esse modulo consiste de um conjunto de telas que se comunicam com a base de dados e com o

modulo de processamento a fim de executar acdes para a andlise dos dados.
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Figura 3.1: Arquitetura da plataforma proposta. O médulo de processamento é composto pelo
EGene e por sua ferramenta grafica. O médulo de andlise € responsdvel pela comunicagdo com
o usudrio. Todas as acdes da plataforma (com excec¢ao da criacdo de pipelines) sao executadas
a partir dele. A base de dados contém o esquema Chado, que foi extendido para atender as
necessidades da plataforma. Os mdédulos se comunicam com a base de dados através de suas
camadas de representacao.

3.1.1 Extendendo o modelo de dados do EGene

O EGene € um sistema construtor de pipelines para processamento de sequéncias. Seus
componentes abrangem as tarefas de pré-processamento, coleta de evidéncias e geracao de re-
latérios. Os componentes de pré-processamento sdo responsdveis por preparar as sequéncias
brutas (resultantes de um processo de sequenciamento) para a etapa de coleta de evidéncias.
Operacdes como trimagem, mascaramento e invalidacdo se relacionam com esse processo. A
trimagem consiste na invalida¢do de uma parte das extremidades da sequéncia. O mascaramento
consiste na substitui¢do dos residuos da sequéncia pela letra x, que indica que um conjunto de
posicdes consecutivas da sequéncia que devem ser desconsideradas. As operacdes de invali-
dacdo tornam as sequéncias obsoletas por algum motivo, como baixa qualidade ou tamanho.
Sequéncias invalidas sdo ignoradas pela maioria dos componentes, mas sdo mantidas no pipe-
line.

A coleta de evidéncias € responsavel pela busca de informagdes na sequéncia. Nesse pro-
cesso, os componentes executados devolvem como resultado evidéncias, que sdo regides da

sequéncia identificadas por algum processo. Os componentes de geracdo de relatdrios devol-
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vem os resultados dos processamentos em formatos de arquivo de anotacao.

A fim de armazenar as informacgdes a respeito dos processamentos realizados nas sequén-
cias, a camada de representacdo do EGene modela quatro tipos de dados: sequéncia, log, ope-
racoes e evidéncia. A sequéncia é um registro que armazena os residuos, o vetor de qualidade
(associa um valor numérico a cada posi¢do da sequéncia), o nome e o tipo da sequéncia. Um
log é um registro que representa um processamento. As informacdes armazenadas em um log
sdo nome e versao do componente utilizado, data do processamento, nome e versdao dos pro-
gramas que fazem parte do componente. As operacdes podem ser de trés tipos: trimagem,
mascaramento e invalida¢do. Cada um dos registros de operacgdo estd associado a um log.

Por fim, uma evidéncia representa a informacdo gerada por um software que analisa a
sequéncia. Cada evidéncia estd associada a um log. As evidéncias sdo classificadas em quatro

tipos:

e Multirregido: Consiste de uma ou mais subsequéncias da sequéncia original. Cada sub-

sequéncia pode estar associada a diferentes fags e valores numéricos.

e Similaridade: Representa o resultado do alinhamento de determinada regido da sequén-
cia com sequéncias de base de dados externas. Cada entrada de similaridade descreve as
coordenadas do alinhamento, o banco de dados no qual a sequéncia alinhada esta con-
tida, um conjunto de valores numéricos € uma tag em formato de texto que representa o

alinhamento.

e Estatistica: Representa uma informacao tabular a certa de uma regido, como por exemplo

tabela de uso de cédons e frequéncia de cada base.

e Grafica: Atribui um valor numérico para cada base da regido e pode ser representada
como um gréfico de duas dimensdes. Um exemplo desse tipo de dado € o conteudo GC

das sequéncias.

No Pato, além dessas informacdes, € preciso registrar as informagdes que se relacionam
com o processo final de anotacdo, que sdo as conclusdes. Essas informagdes sdo adicionadas

a partir de termos de ontologia e podem ou ndo se basear em evidéncias. A fim de permitir
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que conclusdes sejam adicionadas as sequéncias, extendemos o modelo do EGene para englo-
bar esse tipo de caracteristica. Informagdes como tipo (automdtica ou manual), usudrio que a
criou (se for automdtica, serd atribuido o nome do programa) e se € curada (analisada por um
especialista) ou ndo sio registradas. E permitido inclusive adicionar informagdes adicionais,
que sao anexadas na forma de comentdrios. De forma similar as evidéncias, as conclusdes estao

igualmente associadas a um log.

3.1.2 Camada de representacio

Para modelagem dos dados no Pato foi escolhido o esquema Chado [MECO7]. O determi-
nante nessa escolha foi a sua arquitetura genérica que, permitiu um mapeamento mais natural da
maior parte do modelo do EGene. Porém, para garantir a representacao de todas as informacoes
geradas pelo sistema, foi necessario extender o esquema Chado. Nessa se¢do descreveremos o
mapeamento dos tipos de dado do EGene (sequéncia, log, trimagem, mascaramento, invalida-
¢do, evidéncia e conclusdo) no Chado.

Para a representacdo de sequéncia, evidéncia e conclusdo utilizamos o mddulo Sequence (fi-
gura 3.2) do Chado. Foi preciso extender uma de suas tabelas (feature_cvterm) para representar
todas as informacdes relativas as conclusdes. Os logs do EGene foram mapeados no médulo
Companalysis (figura 3.4), que também foi extendido para possibilitar o uso de outros softwares
por parte dos componentes do EGene. Finalmente, para a representacdo das operacdes foi ne-
cessdria a criacdo de um novo médulo (figura 3.6). Em seguida descreveremos os mapeamentos

e as modificacdes realizadas.

Moédulo Sequence

O Chado é um esquema baseado em sequéncia e tem o médulo Sequence como central. Para
o Chado, toda sequéncia (ou parte dela) € caracterizada como uma feature, que € definida como
uma regido de uma macromolécula biolégica (DNA, RNA ou polipeptideo) ou um agregado de
regides desse polimero. No esquema, as features sdo tipificadas a partir de termos de ontologia.
Conforme o conceito de feature, uma sequéncia pode ser mapeada como uma feature. Como

evidéncias e conclusdes sdo regides da sequéncia original, essas sdo igualmente classificadas
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como features. Assim, sequéncias, evidéncias e conclusdes sdo armazenadas na tabela feature

(tabela principal do médulo Sequence) e sao diferenciadas a partir dos tipos,

termos de ontologia.
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Figura 3.2: Esquema do médulo Sequence do esquema Chado. A tabela feature € a tabela cen-
tral do esquema. A tabela feature_relationship armazena os relacionamentos entre as features,
featureloc localiza uma feature em uma referéncia e a featureprop armazena as propriedades
das sequéncias. As informacdes atribuidas através de termos de ontologia sdo armazenados na
tabela feature_cvterm.

As demais tabelas do médulo Sequence representam o relacionamento entre duas features
(tabela feature_relationship), a localizacdo de uma feature em relacdo a outra (featureloc), as
propriedades (tabela featureprop) e os termos de ontologia atribuidos a uma feature (tabela fea-
ture_cvterm). Utilizando as demais tabelas do esquema, conseguimos mapear o relacionamento

entre sequéncias, evidéncias e conclusdes, bem com a localiza¢do das evidéncias e conclusdes
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na sequéncia referéncia.

As conclusdes recebem termos de ontologia a fim de descrever uma regido. Como a tabela
feature_cvterm faz a associacdo de termos de ontologia a uma feature, os termos atribuidos a
uma conclusio sdo armazenados nessa tabela. Contudo, a tabela feature_cvterm nao € capaz
de armazenar todas as informagdes a respeito da conclusdo (tipo, usudrio e se a conclusao €
curada). Adicionamos os campos type, user, curated (que se relacionam respectivamente com o
tipo da conclusdo, usudrio que criou a criou e se a conclusio € curada) a tabela feature_cvterm,
de forma a todas as armazenar as informagdes a respeito de uma conclusao. Os comentérios de
uma conclusdo sao associados a conclusdo como propriedades, a partir da tabela featureprop. O
tipo dos relacionamentos e as propriedades sdo definidos por termos de ontologia. A figura 3.3

mostra um exemplo de como sequéncias, evidéncias e conclusdes sdo armazenadas no Chado.

Moédulo Companalysis

O esquema Chado possui um moédulo, o Companalysis, que trata das analises realizadas
nas sequéncias. O conceito fundamental desse modulo é que os resultados de uma anélise
computacional podem ser interpretados ou descritos como uma feature. Na nossa plataforma, os
processamentos geram evidéncias ou conclusdes, que sdo features. Assim, o log foi modelado
como uma andlise no Chado. Os atributos do log foram mapeados como atributos da anélise,
sem perda de informagdo. Ao observar os logs gerados pelo EGene, observamos casos em que
componentes fazem uso de programas auxiliares. Como o médulo Companalysis nao possui
recursos para definir relacionamentos entre andlises, extendemos o mddulo através da criagao
da tabela que armazena os relacionamentos entre duas andlises e define o tipo do relacionamento
por meio de um termo de ontologia. A figura 3.4 ilustra as tabelas do médulo.

O moédulo Companalysis possui uma tabela que relaciona as andlises e as features resultan-
tes do processo (tabela analysisfeature). Essa tabela foi utilizada para relacionar os logs e as
evidéncias e conclusdes geradas por um componente. A figura ilustra o mapeamento de um log
e suas evidéncias no Chado. Ao processar uma sequéncia, cada componente do pipeline gera
um log, que registra informagdes a respeito do componente executado. Caso evidéncias sejam

encontradas, essas se relacionam com o componente a partir do log.
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feature_relationghip
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feature_refationship feature_relationship featureioc
Conclusao1 feature_cvternm
feature Termo ontologia

Figura 3.3: Na figura é possivel ver a representacdo de uma evidéncia e duas conclusdes em
relacdo a uma sequéncia. As trés caracteristicas possuem relacionamentos e se localizam na
sequéncia. Uma das conclusdes (Conclusdol) possui um relacionamento com evidéncia, pois
foi criada a partir da evidéncia. Mapeando tais informac¢des no Chado, temos que a Evidéncial
€ uma evidéncia da Sequéncial e que as conclusdes sdo parte da sequéncia. Os relacionamentos
sdo armazenados na tabela feature_relationship e identificados por termos de ontologia. O
relacionamento entre a evidéncia e a conclusdo € igualmente armazenado nessa tabela. As
trés caracteristicas localizam-se na sequéncia através de coordenadas e essas informagdes sao
armazenadas na tabela featureloc. Por fim, as conclusdes recebem termos de ontologia, que sao
armazenados em feature_cvterm.

Moédulo Pre_processing

As operacdes (trimagem, mascaramento e invalidacao) sdo a¢des que nao geram evidéncias,
apenas realizam modifica¢des na sequéncia original. Dessa forma, ndo hd como armazenar as
informacdes das informacdes no moédulo Companalysis. Para o armazenamento dessas infor-
magcdes, criamos 0 modulo Pre_processing, que é composto por trés tabelas, uma para cada tipo

de operacio, e que associa um /og a cada uma dessas operacdes. A figura 3.6 ilustra 0 médulo
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_| analysis Ad

analysis_id INT
name VARCHAR(45) _| analysis_relationship ¥
H_—— . . .
description TEXT I analysis_relationship_id INT
program VARCHAR(45) ————— —+— type_id INT
programversion V ARCHAR(45) J| I vaue V ARCHAR(45)
H———————
algorithm VARCHAR(45) | rank INT
1 L
sourcename VARCHAR(45) —I< 9 object_id INT
sourceversion VARCHAR(45) @ subject_id INT
H-———— >
sourceuri VARCHAR{45) 1|
timeexecuted DATETIME |
|
>
|
+ |
| |
I I _] analysisfeature ¥
Jl_ | analysisfeature_id INT
M [ rawscore DOUBLE
by |
:l analysisprop ¥ | normscore DOUBLE
analysisprop_id INT L i< < sgnificance DOUBLE
type_id INT identity DOUBLE
value VARCHAR(45) Feature_id INT
@ analysis_analysis_id INT @ analysis_analysiz_id INT
= >

Figura 3.4: Esquema do médulo Companalysis com a adi¢cdo da tabela analysis_relationship.

Pre_processing.

Moédulo Controlled Vocabulary

Como vimos, o esquema Chado utiliza termos de ontologia ndo somente para anotar as
sequéncias, mas também para tipificar sequéncias, relacionamentos e propriedades. O médulo
responsavel pelo armazenamento dessas ontologias e vocabularios controlados € o Controlled
Vocabulary. Quando o Chado € instalado, algumas ontologias sdo carregadas, como a ontologia
de sequéncia (SO) e a de gene (GO). Contudo, o EGene faz uso de termos especificos para
classificar seus resultados, que ndo estdo presentes em nenhum dos vocabulédrios do banco. A
fim de suprir a falta desses termos, criamos um vocabuldario controlado préprio, denominado de
egene_cv, que contém os termos especificos do EGene necessarios para a identificar o tipo das
sequéncias, propriedades, anotagcdes e relacionamentos utilizados na plataforma.

Os demais modulos utilizados e extendidos s@o descritos no apéndice desse documento.
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Figura 3.5: Modelagem de uma anélise do EGene no médulo Companalysis.

m masking hd
"] invalidation ¥
masking_id INT 1
_| analysis ¥ invalidation_id INT
start INT
—————— —|I-| analysis_id INT |—II— _ reason V ARCHAR(45)
end INT
» @ analysis_analysis_id INT
@ analysis_analysis_id INT
L >
> T
|
|
|
L
M
:| trimming v
trimming_id INT
direction INT
length INT

@ analysis_analysis_id INT
>

Figura 3.6: Mddulo criado para o armazenamento das operacdes de pré-processamento. Cada
operagao se relaciona com um log e, por isso, hd o relacionamento de cada uma das tabelas com

a tabela de anélise.
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3.1.3 Moébdulo de processamento

O médulo de processamento é composto pelo sistema contrutor de pipelines EGene [DKM™05].
O EGene possui uma arquitetura modular formada por trés partes: pipeline runner, componen-
tes de processamento e camada de representacdo. O pipeline runner € responsavel por iniciar
cada processo do pipeline e estabelecer a comunicacdo entre seus componentes.

Os componentes do EGene, como descrevemos no capitulo dois, sdo scripts Perl que pro-
cessam as sequéncias. O sistema proporciona uma completa liberdade para a implementagao in-
terna dos componentes, porém hd um padrdo para a formatagdo de suas entradas e saidas. Cada
componente 1€ um "objeto de sequéncia”como entrada e produz um "objeto de sequéncia“com

os resultados encontrados no processamento adicionados ao objeto de entrada, utilizando a ca-

mada de representacao.
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Figura 3.7: Arquitetura do sistema EGene. Um pipeline é composto de varios processos inde-
pendentes, um para cada componente. O pipeline runner inicia os processos individuais (1) e os
canais de comunicacdo (2). Cada processo € composto de um script de analise e uma instancia
da camada de representacdo, utilizada para atualizar os dados (3). Cada processo gera entradas
e saidas em formato padrdo (4). Figura extraida de [FAN"nd].
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3.1.4 Componente de analise

O componente de andlise consiste de um ambiente grafico, desenvolvido em Java, por meio
do qual o usudrio desempenha as tarefas da plataforma. A partir dela o usudrio pode inse-
rir sequéncias, selecionar um subconjunto para andlise, invocar o médulo de processamento,
analisar visualmente os resultados e atribuir conclusoes.

Para o desenvolvimento desse ambiente, foi utilizado o padrao MVC (Model-View-Controller)
[EHJVO0O0]. No sistema, o objeto modelo € representado por um pacote de classes, denominado
Model, que contém as classes que se comunicam diretamente com a base de dados para a troca
de informacoOes. Essas classes representam os objetos utilizados na plataforma, como sequén-
cia, evidéncia, processamento e conclusdo (respectivamente Sequence, Evidence, Analysis e
Conclusion). O pacote Controller representa o conjunto de classes que faz o intercambio de in-
formacdes entre o banco e a interface do usudrio. Por fim, a Visao da plataforma € representado
pelo pacote Ul, que contém as classes desenvolvidas para a interface visual da ferramenta.

O modulo de andlise se comunica com o de processamento através da execucao de pipelines,
que podem ser criados pelo usudrio ou pela plataforma. O usudrio cria os pipelines a partir da
ferramenta grafica do EGene, o CoEd. A plataforma monta pipelines de forma transparente ao
usudrio. A execugdo os pipelines € iniciada pelo componente de anélise.

O primeiro passo para realizacio andlises a partir da plataforma € a inser¢do das sequéncias
no banco. Esse procedimento € realizado através da integragdo do componente de andlise com o
EGene. O sistema EGene possui componentes que executam a tarefa de inser¢ao de sequéncias
em alguns formatos (no caso da plataforma, os formatos de interesse sio o fasta e o xml). Para
a execugdo desse processo, a interface monta um pipeline e executa o seu processamento. Ao
terminar, o médulo de processamento retorna os identificadores das sequéncias, permitindo a
continuacdo da andlise.

Um caracteristica-chave da plataforma é a possibilidade de selecdo de um subconjunto de
sequéncias. Essa selecdo € feita através de parametro escolhidos pelo usudrio. Tais parametros
foram definidos em parceria com um bidlogo, de forma a tornar as consultas tteis do ponto de
vista do usudrio. Para cada conjunto de parametros selecionados, uma consulta SQL é formulada

indepentende da interferéncia do usudrio. A consulta € executada e os resultados sdo retornados.
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O Gaggle Genome Browser (GGB)) [BKR™10] foi escolhido como base do sistema de visu-
alizagcdo do Pato por ser de codigo aberto, extensivel e possuir um modelo de dados comparti-
lhado por diversos pacotes de software de gendomica. Neste modelo existem quatros elementos
principais: Sequence, features, tracks e dataset. Sequence é a unidade bdsica do esquema que
representa as coordenadas e residuos da sequéncia; features representam regioes da sequéncia
as quais sao associadas algum tipo de informacdo; fracks agrupam as features de uma fonte
comum e os dataset que agrega as demais informagdes.

As features da sequéncia sdo desenhadas no visualizador a partir da implementacdo da
classe abstrata TrackRenderer. A visualizacdo das features sdo implementadas pela extensao
dessa classe, que codificam visualmente suas propriedades utilizando cores, formatos e outros
recursos.

Para a adequacdo do visualizador a plataforma foram realizadas algumas alteragdes. A pri-
meira se relaciona com a conexdao com um banco de dados. Em sua versao original, o GGB
trabalha apenas com manipulacdo de arquivos. Foi preciso, entdo, contectar o navegador ao
nosso banco de dados. Para tanto, criamos uma classe que recupera a sequéncia e suas carac-
teristicas do banco e monta um dataset. Este dataset € entdo repassado para a aplicacdo para a
exibicdo das sequéncias na ferramenta.

O GGB ¢ capaz de exibir diversos tipos de dados. Porém, em sua versdo original, nio
existiam tipos capazes de representar as evidéncias e conclusdes do EGene. Assim, foi preciso
criar features com essa finalidade. Implementamos trés tipos de features: um para representar
as evidéncias de multirregido, similaridade e estatisticas (compreendem regides da sequéncia
que possuem informagdes relacionadas), um para as evidéncias graficas (atribuem um valor
para cada posi¢do da regido e sdo representadas como graficos) e um para a representacdo das
conclusdes. Para a representacdo visual dessas features, foram criadas trés classes que extendem
a classe TrackRenderer. A figura 3.8 ilustra o modelo do Gaggle extendido para a plataforma.
A abstracd@o principal estd em azul e em verde estdo as classes responsdveis por desenhar as
features na tela.

Todas as evidéncias, com excecdo das gréficas, sdo plotadas como retangulos, de diferentes

cores. Cada tipo de evidéncia é desenhado em um nivel do painel: as de multirregido estdao
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Figura 3.8: Modelo de dados o GGB extendido para a plataforma.

mais préximas ao eixo de coordenadas, seguidas das de similaridade, estatisticas e graficas. As
evidéncias podem ter subevidéncias (evidéncias encontradas a partir do processamento de uma
evidéncias). As subevidéncias sdo desenhadas imediatamente abaixo ou acima da evidéncia a
depender da fita da sequéncia (fitas direta e reversa respectivamente) e sua cor € atribuida de
acordo com seu tipo. Para diferenciar as evidéncias principais (encontradas a partir da sequéncia
original) das subevidéncias, as evidéncias sdo desenhadas em dois tons, enquanto as subevidén-
cias sdo desenhadas com cores sdlidas. As evidéncias graficas utilizaram o padrao de gréifico do
GGB.

As conclusdes desenhadas como retadngulos em um painel distinto das evidéncias. Para cada
seu tipo (manual ou automética) foi atribuida uma cor. A fim de destinguir as curadas das nao
curadas, as conclusdes que ja analisadas recebem uma tonalidade mais escura.

Em relacdo as caracteristicas visuais, originalmente o GGB é composto de apenas um pai-
nel que exibe as caracteristicas da sequéncia, como ilustrado na figura 3.9. A fim de separar
as evidéncias das conclusdes, foi adicionado um outro painel, abaixo e no mesmo formato do
anterior, para a exibi¢do das conclusdes. Um terceiro painel foi incluido a interface, com o

objetivo de exibir as andlises realizadas na sequéncia. Tais andlises sdo exibidas por meio de
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uma 4rvore, onde os nds representam os programas executados e as folhas as evidéncias en-
contradas. Finalmente, foram realizadas pequenas altera¢des na interface: insercdo de Listbox
para listar as sequéncias selecionadas pelo usudrio. Na plataforma, o usudrio pode visualizar
a sequéncia inteira ou apenas uma regido especifica dela. Como essa caracteristica ndo estava
implementada, foram adicionados Checkboxs para qua o usudrio informe o como pretende vi-
sualizar a sequéncia e caixas de textos para a indicacdo das coordenadas que deseja visualizar

(caso a visualizacdo seja parcial). A figura 3.10 ilustra a tela atual do sistema.

BRI SNER R NENE Sy ®

Bookmarks
Ichromosome] - [2145, 3251] - [for]

Tasts de sdigdo de bookmarkl

fchromasome - 12145, 2511 - lfor]
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1000
NGO00SG NGO003G nGoooe NGoo13C

chromosome Displayed Range: |0, 15342 Width: 15342 Coordinate: |2145, 3251 Highlighted size: |1107

Figura 3.9: Tela original do visualizador Gaggle.

Para uma caracteristica selecionada, o Gaggle disponibilizava poucas a¢des, como exibir
informagdes, modificar propriedades visuais (como cor ou se devem ficar visiveis) ou adicionar
um informacdes a regido. Na versdo extendida foram adicionadas algumas opg¢des de andlise.
Para as evidéncias selecionadas, além das propriedades da evidéncia, € possivel visualizar sua
sequéncia de nucleotideos, de aminodcidos (caso seja uma regido codificante de proteina) e é
permitido realizar processamento, seja por meios de ferramentas online (para pequenas verifi-
cagdes) ou através do mddulo de processamento.

Na versdo original da ferramenta, as informag¢des adicionadas a uma regido eram feitas
em formato de texto, a partir da adi¢cdo de bookmarks. Na plataforma essa caracteristica foi

desconsiderada. Agora o usudrio atribui conclusdes as regides das sequéncias por meio de
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Figura 3.10: Tela modificada do Gaggle. Foram adicionados dois painéis, um para a exibi¢do
das conclusdo e outro para as andlises realizadas na sequéncia. As evidéncias sao ilustradas no
primeiro painel, sendo que as evidéncias principais sdo desenhadas de duas cores e as subevi-
déncias em cores sélidas. O painel inferior exibe as conclusdes. O painel lateral direito ilustra
as andlises executadas na sequéncia.

termos de ontologias que as descrevem ou associam funcionalidade.

3.2 Funcionalidades da plataforma

O Pato permite que o usudrio inicie o processo de anotagdo tanto a partir de um arquivo con-
tendo um conjunto de sequéncias quanto a partir de uma consulta ao banco de dados. A partir
dai, um conjunto de interfaces gréficas guia o usudrio no processo de visualizar as informacodes
da sequéncia, anexar conclusdes, indicar quais informacdes associadas a uma sequéncia sao
relevantes e fazer o refinamento das buscas ja realizadas. Novas informagdes podem ser adicio-
nadas as sequéncias de maneira automatica através da interface grafica do EGene e da geracao
e conjuntos de indentificadores feitos a partir da interface do Pato.

A figura 3.11 ilustra em mais detalhes os possiveis fluxos de uso do sistema. Inicialmente,
o0 sistema permite que o usudrio insira novas sequéncias a partir de arquivos ou as selecione do

banco de dados, destacados com (1) na figura. Com as sequéncias selecionadas (2), o usudrio
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pode visualizar de forma geral uma sequéncia, processar o conjunto de dados ou analisar uma
sequéncia individualmente (3). Caso a opcao seja a de analisar uma sequéncia individualmente
(4), a sequéncias e suas caracteristicas serdo exibidas graficamente para o usudrio. A partir
de entdo o usudrio pode selecionar uma evidéncia (5), atribuir uma conclusdo (6) ou selecio-
nar uma conclusao (7). Caso uma evidéncia seja selecionada, as op¢des como visualizar suas
propriedades e residuos, processar ou tornar a evidéncia obsoleta ou invisivel serdo disponibili-
zadas. Caso o usudrio selecione uma conclusdo, as a¢cdes de exibicdo das propriedades, edicdo,

delecdo e curagem estardo disponiveis.
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Figura 3.11: Fluxo de uso da plataforma.

3.2.1 Insercao de novas sequéncias na plataforma

O processo de inser¢do através da plataforma EGene, que possui um conjunto de componen-
tes para a entrada de sequéncias no sistema. Assim, os tipos de arquivos aceitos pela plataforma

sd0 os mesmos aceitos pelo sistema EGene, que atualmente sdo o fasta (sequéncias brutas) e
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o XML do EGene (sequéncias previamente processadas). No Pato, para a insercdo de sequén-
cias em formato fasta, o usudrio deve informar um nome para as sequéncias caso nao queira
utilizar o cabecalho de cada sequéncia (renomed-las a partir de um prefixo), o projeto de se-
quenciamento que a originou € o organismo ao qual pertence. O organismo ¢ definido através
da selecdo de um dos organismos listados pelo sistema. Caso a espécie em estudo ndo esteja
contida no banco de dados, o usudrio é capaz de inseri-la. Para arquivos em formato xm/ do
EGene, as informacdes sdo similares, exceto que ndo € preciso informar o nome nem a compo-
sicdo das sequéncias (para a insercao de dados no formato xml ndo é possivel modificar o nome
da sequéncia). A figura 3.12 ilustra as telas de inser¢do de sequéncias e de um organismo. As

sequéncias inseridas no sistema sdo consideradas selecionadas.

File Select About —

~ Organism
File type: | select Type q
|
C M B
Sequence type: | Selact Sequence Type q EORER REME
Mame: (U Fastahead () Prefix Genus:
Organism: | select Organism _v] l Add Orgat?sm Species:
HA
selected file: l—Select File J l Insert J l Clear J l Close J
| Imsert || clear || Close | @ .@

Figura 3.12: Tela de insercao das sequéncias (A). O usudrio primeiramente seleciona o tipo do
arquivo. Caso seu arquivo esteja em formato fasta, o usudrio ird preencher todos os campos da
tela. Caso seja xml, os campos referentes ao tipo da sequéncia e nome ficam desabilitados. Ao
selecionar o organismo, caso o desejado ndo esteja no banco, € possivel inseri-lo (B).

3.2.2 Selecao de sequéncias

As sequéncias do banco de dados podem ser selecionadas a partir de suas caracteristicas,
como organismo, nome e identificador da sequéncia, se foram processadas ou ndo, se tem con-
clusdes atribuidas, tipo de evidéncia, pipeline executado e por programa executado. A plata-
forma permite inclusive a busca de sequéncias por resultados de processamentos anteriores. Ao
escolher mais de um parametro, € preciso definir a operagdo que deve ser aplicada entre eles
(unido, interseccdo ou diferenca). As sequéncias selecionadas sdao exibidas em uma tabela na

mesma tela. A figura 3.13 ilustra a tela inicial de busca e o resultado apds a busca inicial. Uma
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vez realizada uma busca podem, ser executadas varias operagdes: criar um pipeline de processa-
mento, processar as sequéncias, visualizar individualmente uma, analisar graficamente, excluir

sequéncias da sele¢do ou limpar a sele¢do, que descreveremos a seguir.

Select Sequences ) Select Sequences
File Select about File Select About

Parameters Parameters

~ Selected Patameters

ISearch for | By Organism x ®rgamsm | | human - h:: ) Search for: M
: . | select
IConnector. (T — @-J-m ed search Add Connectar: o | Advanced search | | ] J

Selected Patameters
Pracessed Sequences With annotations

Union @

By Organism human

x
[ [ search | [ memove | | clear Jl@ search | [ Remove | [ clear |

@ Selected Sequences b

Id | Name

4291 Eten_pipel_0003
4301 Eten_pipel_0004

4335 Eten_pipel_0005
4358 Eten_pipel_0041
4443 Human

|| Process || Mewpipe || Annotate || Wiew || Delete || Clear IC)
Exit G

@

Figura 3.13: Tela de selecdo do sistema (1) e tela com sequéncias selecionadas (2). A partir
desta o usudrio seleciona as sequéncias para andlise. Os parametros disponiveis para andlise
sdo exibidos no menu (A). Caso o pardmetro selecionado possua opg¢des, estas serdo exibidas
no menu ao lado(C). Uma vez selecionados, os parametro sao adicionados pela tecla Add. No
exemplo, a selecao do parametro organismo exibe os organismos armazenados na base de da-
dos. Caso o usudrio queira pesquisar por mais de um parametro, entre as opgdes escolhidas
€ necessdrio selecionar um conector (B). A consulta que estd sendo formada pelo usudrio é
exibida de em forma de texto (D). As a¢des possiveis para a consulta formada sido pesquisar,
remover um item da pesquisa ou apagar a pesquisa inteira (E). O resultado da selecdo € exibido
na mesma tela de selecao (F) e o usudrio pode executar um conjunto de agdes com as sequéncias
(QG).

Novas buscas podem ser feitas apds uma selecao inicial. A partir da mesma janela, o usudrio
pode realizar novas buscas, restringindo-as ou ndo as sequéncias previamente selecionadas. A
figura 3.14 ilustra o processo de nova selecdo quando se tem sequéncias previamente seleciona-

das.

3.2.3 Visao geral de uma sequéncia

A partir da selecdo do botdo View serd lancada a janela de visualizagdo da sequéncia (fi-
gura 3.15), indicando o nome da sequéncia, seu tipo (nucleotidica ou proteica) e seu organismo.

Quatro botdes (Overview, Evidences, Annotations, Close) permitem fechar essa janela ou am-
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Search for: |ByEvidence Type *]  organism |craphic v
e M l Advanced search J l Add J

Selected Patameters

By Organism mouse
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() Refine search
Id | Name
4501 Even_pipe1 0008 ok _cancel

4335 Eten_pipe1_0005
4358 Eten_pipe1_0041
4443 Human

Process || New pipe || Annotate Jl View Jl Delete Jl Clear |

Exit

Figura 3.14: Nova selecdo com sequéncias previamente selecionadas. O sistema pergunta o
que o usudrio deseja fazer: refinar a pesquisa, adicionar as sequéncias selecionadas ao resultado
anterior ou realizar nova consulta,

pliar a visdo para a visualizacdo de diferentes conjuntos de dados, como: (B) nimero de bases e
porcentagens (Overview), (C) os dados resultantes do processamento da sequéncia (Evidences);
(D) as conclusodes sobre a funcionalidade, localizac¢do da sequéncia (Annotations). A figura 3.16

ilustra a tela com todas as caracteristicas da sequéncia sendo exibidas.

File Select About

Sequence name: Eten_pipel 0003
Sequence type: N

Organism: undefined

Overview J l Evidences J { Annoktations J I Close J

Figura 3.15: Tela que exibe a visdo geral de uma sequéncia selecionada.

3.2.4 Processamento das sequéncias

O botdo New pipe permite ao usudrio criar novos pipelines a partir da ferramenta grafica do

EGene, o CoEd. Ap6s a criagdo, o novo pipeline € inserido na base de dados. O botdo Process
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Overview
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Mumber of features: AContent: 337(27,85%)
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Term ontology: mitochondrial genome maintenance
Comment: rull

d

Figura 3.16: Tela que exibe a visdo geral de uma sequéncia selecionada. A tela disponibiliza
um conjunto de botdes (A) para a visualizacdo das cacteristicas da sequéncia, que exibem ou
escondem os painéis que mostram um tipo de caracteristica da sequéncia, que sido seus dados
gerais (B), suas evidéncias (C) e conclusdes (D). Na figura, todas as informagdes da sequéncia
sdo exibidas.

determina a realizacdo de um pipeline para inclusdo de novas informagdes na sequéncia. A
partir deste o usudrio seleciona o pipeline de processamento e o executa. O processamento €

feito através da plataforma EGene.

& Select Pipeline

Select pipeline: [S-elec_t pipeline ?

l Visualize pipeline“J l Mew Pipeline J

Execute

Figura 3.17: O sistema lista os pipelines armazenados no banco de dados. O usuério pode
selecionar o pipeline de interesse e visualizd-lo por meio do CoEd. O usudrio pode também
construir um novo, caso os pipelines existentes nao atendam as suas necessidades.
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3.2.5 Analise individual

Ao analisar individualmente uma sequéncia, suas evidéncias (resultados de programas),
conclusdes e programas utilizados para processamento sdo exibidas graficamente para o usud-
rio. A figura 3.18 ilustra as caracteristicas de uma sequéncia. Cada tipo de caracteristica €

exibida em um painel distinto.
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Figura 3.18: Tela de visualizacdo de sequéncia. O usudrio tem a opcao de visualizar a sequéncia
inteira ou apenas uma regido especifica (A). Selecionada a sequéncia, sdo exibidas suas evidén-
cias (B), conclusdes atribuidas (D) e componentes que realizaram a andlise (F). Em relacdo as
evidéncias, sdo disponibilizadas acdes como tornd-la obsoleta, invisivel e esconder evidéncias
obsoletas. E possivel ainda criar uma evidéncia ou uma conclusio (baseada ou nio em evidén-
cias) (C). Para as conclusdes, sdo disponibilizadas as acdes de visualizacao, delecdo ou andlise
(F). A anélise de uma conclusio se relaciona com o processo de curagem. As andlises realiza-
das na sequéncia sao exibidas através de uma arvore (F) em ordem de execugdo. Ao selecionar
uma, sdo exibidas sua descri¢@o e a quantidade de evidéncias encontradas por ela (G).

Para a sequéncia selecionada, sdo disponibilizadas a¢des como exportar a sequéncia em
arquivo fasta ou em arquivos de anotacao (Feature Table, GFF ou GenBank), visualizar a com-
posicao nucleotidica da sequéncia, ter uma visao geral das caracteristicas sequéncia (quantidade
de evidéncias encontradas, de conclusdes atribuidas, entre outras), visualizar evidéncias seleci-

onadas e visualizar e/ou exportar as bases das evidéncias selecionadas em formato fasta.



Selecdo de um evidéncia

Ao selecionar uma evidéncia, s@o disponibilizadas a¢des como visualizar suas caracteristi-
cas (coordenadas na sequéncia, andlise que a encontrou, resultados da anélise e subevidéncias,
caso existam), sua composi¢ao nucleotidica e sequéncia de aminodcidos (caso a regidao seja

codificadora de proteina). A figura 3.19 ilustra as propriedades de uma evidéncia selecionada.
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@ Sequences: |Eten_pipel_0004 | ¥ ® Al O Region Annotate
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Id: 891 Mame: annotation 8 d:
Time executed:2013-06-12 22:04:47,039025
Program: annotation_orf.pl Version: $Revision$
Parameters: null f
s
v 6
= v 3 v
Wiew graphic
@
@ [ View annotation J [ Delete J Close

Figura 3.19: Visualizagao das propriedades de uma evidéncia. A parte superior do painel ilustra
as coordenadas da evidéncia na sequéncia, seu tipo e o programa que a encontrou. O painel
mostra suas demais caracteristicas. A primeira aba descreve a andlise que encontrou a evi-
déncia, a segunda ilustra das propriedades atribuidas a ela pelo programa, a terceira ilustra a
sequéncia nucleotidica da regido (permite que seja exportada) e a dltima mostra as subevidén-
cias (evidéncias encontradas a partir dessa evidéncia) caso existam.

O sistema permite ao usudrio realizar anélises em evidéncias selecionadas. Para tanto, sdo
disponibilizadas duas opg¢des: através de ferramentas online (para andlises rapidas, em que o
usudrio deseja apenas visualizar o resultado) ou através do EGene. No processamento online,
o sistema abre um navegador e redireciona o mesmo para a pagina da ferramenta. Nesta op-
¢do, apenas uma evidéncia € analisada por vez. Caso o EGene seja escolhido como ferramenta
de processamento, o processo acontece da mesma forma descrita anteriormente. A figura 3.20
ilustra as operacdes possiveis de serem realizadas em uma evidéncia selecionada. Na figura,

a opcao de processamento foi selecionada, mostrando que o usudrio pode processar uma evi-

60



déncia a partir de um pipeline ou pela execu¢cdo de um tnico programa, feita através de uma

ferramenta online ou utilizando o EGene.

P
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Figura 3.20: Ao selecionar uma evidéncia, o usudrio pode visualizar suas propriedades, sua
sequéncia nucloetidica e proteica (caso seja uma regido codificadora de proteina), processa-la,
tornd-la invisivel ou obsoleta. A figura ilustra a selecdo da opcao de processamento.

O sistema possibilita ainda que o usudrio torne uma evidéncia obsoleta, ou seja, permite ao
usudrio indicar que uma evidéncia nao € mais do seu interesse. Essa op¢ao € disponibilizada
devido ao fato de ndo ser possivel apagar uma evidéncia, pois sdo resultados da execucao de
um programa e podem ser utilizados no processo de curagem. Essa op¢do torna obsoleta a
evidéncia e suas subevidéncias. O usudrio pode também esconder evidéncias. A figura 3.21

ilustra uma evidéncia obsoleta.

Atribuicao de conclusoes

As conclusOes sdo associadas a regides da sequéncia. Para definir a regido o usudrio deve
indicar um conjunto de evidéncias cuja a localizacdo determinaré a regido. A figura 3.22 ilustra

o processo de atribui¢do de de conclusao.
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Figura 3.21: Tela de visualizacdo com evidéncia obsoleta. A ac¢do de tornar uma evidéncia
obsoleta faz com que a mesma seja exibida de forma diferente das demais, pois somente suas
bordas ficam visiveis. Essa op¢do torna obsoleta a evidencia e suas subevidéncias.
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Figura 3.22: Atribuicdo de conclusdo. O usudrio seleciona a(s) evidéncia(s) e a op¢do de adi-
cionar conclusdo. O sistema calcula a regido que engloba todas as evidéncias e a define como
regido de conclusdo. O usudrio entdo deve selecionar o termo de ontologia e adicionar algum
comentario, caso ache necessario.
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Selecao de conclusao e realizacio de curagem

Ao selecionar uma conclusdo, o usudrio pode visualizar suas propriedades (termo de onto-
logia atribuido, comentarios adicionados, quem gerou), realizar edi¢do, delecio ou curagem. O
processo de curagem consiste na confirmagao ou nao das informagdes atribuidas. Apds esse
processo, as conclusdes analisadas mudam de cor, com o objetivo de distingui-la das demais. A

figura 3.23 ilustra a visualiza¢cdo de uma conclusdo.
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Figura 3.23: Visualizagdo das caracteristicas de uma conclusdo. E permitido ao usuério ana-
lisar essa conclusdo (permite a edi¢do das caracteristicas) ou confirma-la. Ao confirmar uma
conclusdo, a mesma € considerada curada, o que faz que a sua cor no painel mude, de forma a
distingui-la das ndo curadas.

3.2.6 Validacao da plataforma

A validacdo da plataforma foi realizada juntamente com o professor Dr. Arthur Gruber, a
partir da execuc¢do de pipelines com dados reais (contigs da bactéria Photorabdus luminescens) e
andlise de resultados. Para uma validagao inicial, foram executados dois pipelines com o0 mesmo
conjunto de entrada, um construido com a versao original do EGene (que recebe os dados em
arquivo e devolve os resultados igualmente em arquivo) e outro com a versao integrada com

o banco de dados. O objetivo dessa validacdo foi verificar se o mapeamento dos dados no
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Chado e os métodos da camada de representagdo foram implementadas corretamente. Para
ambos pipelines foram gerados arquivos em formatos Feature Table a partir do resultado dos
processamentos para fins de comparacdo. Observamos que as saidas eram iguais.

Uma segunda validagdo foi realizada por meio execugdo de consultas Sq/ construidas a
partir de informagdes fornecidas pelo professor Arthur, também com o objetivo de validag¢do do
mapeamento e para verificacdo a utilidade da integracdo do EGene a uma base de dados. Foram
elaboradas consultas que pesquisavam por evidéncias com determinadas caracteristicas, como
uma regido de repeticdo com determinado periodo ou genes especificos.

Para a validac@o da interface visual, as sequéncias da bactéria foram selecionadas da base
de dados e exibidas na tela de selecdo. Todas as a¢des, com a excec¢do do processamento a partir

do CoEd foram testadas e funcionam sem erros aparentes.
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Capitulo 4

Conclusao

Nesse trabalho apresentamos a plataforma Pato, que permite ao usudrio desempenhar as
tarefas necessdrias para a anotacao de sequéncias gendmicas a partir de uma interface grafica.
Através da plataforma o usudrio consegue selecionar sequéncias por meio de buscas, processa-
las, analisa-las graficamente e adicionar conclusdes a respeito das regides gendmicas em um
mesmo ambiente. Nossa pesquisa na literatura ndo revelou nenhuma ferramenta que permita
ao usudrio executar todo o processo de anotagdo em um unico lugar, em geral as sequéncias
sdo processadas e os resultados sdo retornados em formatos de arquivos, os quais podem ser
abertos em ferramentas gréficas para a andlise e anotac¢do. A ferramenta que mais se aproxima é
o GenDB, que permite ao usudrio processar e analisar suas sequéncias, mas nao permite selecao
de sequéncias e possui um modelo de dados simples, com apenas tres elementos.

A plataforma Pato estd conectada a um banco de dados, o que garante grande flexibilidade
na busca e selecao de sequéncias e potencializa o uso dos dados gerados por outras plataformas.
A flexibilidade € um dos diferenciais da plataforma. Para a busca de sequéncias, sdo disponi-
bilizados os seguintes parametros: buscar todas as sequéncias, somente as sequéncias brutas
(sequéncias sem processamento), sequéncias processadas com conclusdes atribuidas, sequén-
cias processadas sem conclusdes atribuidas, pelo tipo de evidéncia, organismo da sequéncia,
pipeline executado, identificador ou nome da sequéncia ou resultado de algum programa execu-
tado. Os campos de busca sao disponibilizados a partir dos resultados do programa selecionado
pelo usudrio. Por exemplo, se o usudrio seleciona o programa blast, os campos disponiveis para

busca sdo evalue e similaridade.
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A validagdo inicial da plataforma foi feita a partir de dados reais da bactéria Photorabdus
luminescens. Os testes mostraram que as estensoes realizadas no EGene, no Chado e no visua-
lizador foram robustas e a plataforma nao demonstrou defeitos aparentes.

Como trabalho futuro podemos citar a habilitacdo para buscas de evidencias na interface
visual. Para a efetivo uso para a anotacdo de genomas, € preciso implementar na interface a
busca de caracteristicas de um genoma, uma vez que atualmente s € possivel executar buscas
por sequéncias. Para um dado genoma, nio € possivel fazer um processamento de evidéncias
especificas da mesma maneira que para sequéncias. A modelagem do Chado e do EGene per-
mitem a anotacdo de genomas, porém a interface apenas permite a selecao e visualizacdo de
sequéncias, e nio de parte de genomas.

A interface ndo permite que o usudrio realize buscas de caracteristicas por meio do visuali-
zador. Para o funcionamento completo da capacidade de busca, seria interessante permitir que
o usudrio realizasse buscas no visualizador, e decidisse o que fazer os resultados da consulta.
Por exemplo, o usudrio gostaria de selecionar ou deixar visivel somente as caracteristicas de
um determinado tipo, como as evidéncias que foram utilizadas para a atribuicdo de conclusdo
ou que foram encontradas por um determinado programa.

Acreditamos que esta plataforma serd uma ferramenta valiosa para projetos de sequencia-

mento e anotacao futuros.
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Apéndice A

Mapeamento de dados

Os moédulos do esquema Chado utilizados da plataforma sao: Sequence (médulo central do
esquema), Companalysis (armazenamento das andlises computacionais realizadas) e Controlled
Vocabulary (armazena as ontologias e vocabulérios controlados), como descrito no capitulo 3.
Por se relacionarem diretamente com os médulos escolhidos, os médulos Organism e General
foram selecionados para a plataforma. Para a completa adequacdo do Chado a modelagem da
plataforma, foram criados trés modulos: Sequencing project, Pipeline € Pre-processing. Aqui
detalharemos um pouco mais cada médulo.

O modulo Sequence como o préprio nome sugere, trata da sequéncia. Como descrito, o
Chado considera toda sequéncia (ou parte dela) como uma feature. O médulo Sequence é ca-
paz de representar features, o relacionamento entre elas, a localizacdo de uma em relacao a sua
referéncia, propriedades e termos de ontologias atribuidos. A figura A.1 ilustra as tabelas do
modulo. A tabela central do médulo € a feature. Cada feature € tipificada por um termo de
ontologia (relacionamento este médulo com o de vocabulario controlado). Os relacionamen-
tos entre features sdo armazenados na tabela feature_relationship e definidos igualmente por
termos de ontologia. A localizacdo das features € feita a partir da tabela featureloc, onde sao
definidas as coordenadas da localizacdo. As propriedades das features sao definidas a partir
de termos de ontologia e armazenadas na tabela featureprop. Por fim, os termos de ontologia
atribuidos as conclusdes sao armazenados em feature_cvterm. Essa tabela foi alterada de forma
a armazenar as demais informagdes de uma conclusdo. Os campos adicionados a essa tabela

foram type, curator e curated, que se referem respectivamentes ao tipo da conclusdo (manual
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ou automadtica), usudrio que gerou a anotagado (se for automatica, esse campo € preenchido com
o nome do programa) e se a conclusdo é curada (se foi analisada por um especialista). Esses
campos sdo obrigatérios. Os comentdrios da conclusdo sdo adicionados como propriedade da

conclusdo.
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Figura A.1: Esquema do médulo Sequence do esquema Chado.

O moédulo Organism armazena as informacdes a respeito do organismo, como mostra a fi-
gura A.2, bem como suas propriedades e representacdes em outros bancos. Como os projetos
de sequenciamento podem ter organismos incialmente ndo definidos (por exemplo, os proje-
tos de metagendmica sequenciam o material genético de uma ambiente. Inicialmente ndo se
sabe quais organismos estdo presentes na amostra), foi inserido um organismo no banco para

representar essa situacado.
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Figura A.2: Esquema do médulo Organism.

O moédulo Companalysis trata das analises realizadas na sequéncia. A figura A.3 ilustra
as tabelas do esquema. Como descrito, quando um log € registrado, as informacdes nome e
versdo do componente, data do processamento, nome e versdao dos programas utilizados sdo
armazenadas. A tabela analysis armazena o componente utilizado. Nela sdo armazenados os
nome, versao e data do processamento. Os campos do programa se relacionam com o programa
auxiliar utilizado pelo componente. Esse programa € igualmente armazenado como uma ana-
lise. Originalmente, o médulo Companalysis ndo possui recursos para definir relacionamentos
entre andlises. Para tornar esse tipo de relacionamento possivel, foi adicionada a tabela analy-
sis_relationship. De forma similar a tabela feature_relationship, a tabela analysis_relationship
relaciona duas andlises a partir de um termo de ontologia.

O médulo Controlled Vocabulary armazena ontologias € vocabularios controlados e seus
respectivos termos. A figura A.4 ilustra as tabelas desse médulo utilizadas pela plataforma. A
tabela cv armazena as ontologias e vocabuldrios, sendo indentificados a partir de seu nome e
descrigdo. A tabela cvterm armazena os termos dos vocabulérios descritos na tabela cv.

O médulo General armazena identificacdes tnicas para as entidades no banco. Essas iden-

tificacdes podem ser padronizacdes utilizadas no bancos de origem (por exemplo, o termo da
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] analysis
analysis_id INT
name VARCHAR(45)
description TEXT

2 program VARCHAR(45)

# programversion Y ARCHAR(45)
algorithm VARCHAR(45)

» sourcename VARCHAR(45)
sourceversion V ARCHAR(45)
sourceuri VARCHAR(45)

2 timeexecuted DATETIME

H-————1

S ———#

] analysisprop ¥
analysisprop_id INT
» type_id INT

» vaue VARCHAR(45)

% analysis_analysis_id INT
>

Figura A.3: Esquema do médulo Companalysis com a adicao da tabela analysis_relationship.

v
ov_id INT

»name W ARCHAR (45)
definiion TEXT

>

T

|

| |
—

| |
1 1
Ly M

| cvterm_relationship ¥
cvterm _relationship_id INT

»type_id INT

@ object_id INT

¥ subject_id1 INT

_| analysis_relationship ¥
| analysis_relationship_id INT

—————- — i ¥ type_id INT
| | value V ARCHAR(45)
4 I »rank INT
L <2 @ object_id INT

@ subject_id INT

_| analysisfeature ¥
analysisfeature_id INT
rawscore DOUBLE
normscore DOUBLE

—J< <~ significance DOUBLE
identity DOUBLE
feature_id INT

@ analysis_analysiz_id INT

>

:l cvhterm v
cvierm_id INT

» name VARCHAR{1024)
definition TEXT

*is_obsolete INT

———
is_relationshiptype INT
dboref INT

@ ov_ov id INT

Figura A.4: Esquema do médulo Controlled Vocabulary.

ontologia de sequéncia gene tem o nimero de acesso SO:0000704. Esse identificador tnico é
armazenado nas tabelas do médulo Gerneral e associado ao termo gene armazenado no médulo
cv). A figura A ilustra as tabelas desse médulo.

O moédulo de Sequencing project armazena dados dos projetos de sequenciamento dos quais
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—]db v ] dbxref v

db_id INT dbxref_id INT
name ¥ ARCHAR (45) accession VARCH AR (45)
description VARCHAR(45) g — — — — —} version VARCHAR(45)
urlprefix VARCHAR (45) description TEXT
url VARCHAR{45) #db_db_id INT

> >

as sequéncias sdo oriundas. Esse médulo possui apenas uma tabela, que registra o nome do
projeto, descri¢do, prefixo e data de criacdo (data de insercdo das sequéncias no banco). A
figura A.5 ilustra a tabela desse mdédulo. O projeto de sequenciamento ao qual a sequéncia
pertence € definido a partir de uma propriedade (tabela featureprop) com o termo de ontologia
com o termo sequencing_project (vocabuldrio controlado do EGene).
m sequencing_project ¥

sequendng_project_id INT

name V ARCHAR(45)

description TEXT

prefix VARCHAR(45)
timeexecuted DATETIME

Figura A.5: Esquema do médulo de projeto de sequenciamento.

O moédulo Pipeline armazena os pipelines criados pelo usudrio e € capaz de relaciona-los
com as sequéncias processadas por eles. A figura A.6 ilustra as tabelas desse mdédulo. Um
pipeline pode ser executado por vdrios conjuntos de sequéncia, bem como um conjunto de
sequéncia pode ser processado por varios pipelines.

O ultimo mddulo utilizado foi desenvolvido para o armazenamento do pré-processamento
das sequéncias. Como dito, os componentes de pré-processamento sao responsdveis pela exe-
cucdo de tarefas que preparam as sequéncias brutas (resultantes de um processo de sequen-
ciamento) para a etapa de coleta de evidéncias. Abrange as tarefas de trimagem (corte das
extremidades da sequéncia), mascaramento (troca das bases de uma regido da sequéncia por
x) e invalida¢do (invalidacdo de um subconjunto de sequéncias de acordo com um parametro
de entrada, por exemplo, tamanho). Esse mddulo associa um log a um operagdo (trimagem,

mascaramento ou invalidacdo). Como cada operac@o armazena diferentes tipos de informagao,
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_1 pipeline_set ¥ 7 set v

_| pipeline v
I 4 pipeline_set_id INT
pipeline_id INT t id INT
o # execution_date DATE .y sE
»pipeline_name VARHAR(25) HH — — — — — —] o —_———— > set_nam e VARCHAR (45)
@ pipeline_id INT =
configuration_string TEXT >
B @ set_id INT
. -
|
|
|
1
M
:l set feature ¥
| feature ¥ set feature_jid INT
| feature_id INT |-||— ————— —J< @ set_id INT
> @ feature_feature_jd INT
»>

Figura A.6: Diagrama do médulo pipeline.

foram criadas trés tabelas, uma tabela para cada tipo de operacdo. A figura A.7 exibe o0 médulo

de pré-processamento.

_| masking v
"l invalidation ¥
masking_id INT
_| analysis ¥ imvalidation_id INT
s start INT
______ —it] 7 analysis id INT - — — — — — — —id ¥ reason VARCHAR(45)
#end INT
> # analysis_analysis_id INT
@ analysis_analysis_id INT
L »
B T
|
|
|
1
/M
] trimming v
trimming_id INT
»direction INT
#length INT

& analysis_analysis_id INT
>

Figura A.7: Mddulo criado para o armazenamento das operacdes de pré-processamento. Cada
operacdo se relaciona com um log e, por isso, hé o relacionamento de cada uma das tabelas com

a tabela de anélise.
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Apéndice B

Termos do vocabulario controlado
egene_cy

Como descrito no capitulo 3, devido a auséncia de termos nos vocabuldrios controlados
existentes para representar caracteristicas especificas do EGene, foi desenvolvido o vocabuldrio
controlado egene_cv. Este contém termos para descrever tipos de features, propriedades dos
resultados gerados nos processamentos, propriedades e relacionamento entre as andlises. Segue
abaixo a lista dos termos do egene_cv.

Termos que descrevem o tipo de uma sequéncia:

a

n

intervals

graphic

statistic

similarity

conclusion_region

Termos que descrevem propriedades das sequéncias (a partir da execucio de um com-
ponente):

type

number

protein_sequence

strand

minimum_size

orf_count

genetic_code

size

block_size

direction

version

predicted_TMHs

probability

probability_signalP

pep_sig

start_residue

end_residue

database
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interpro_id
evidence_process
evidence_function
cleavage_site
query_frame
percent_matches
entropy
percent_indels
consensus_size
copy_number
period_size
classification
evidence_component
origin_file
origin_file_type
annotation
graphic_file
sequence_id
description
accession
database_code
subject_name
subject_id
alignment
anticodon_end
anticodon_ start
codon_start
DB_id

DB_name

end

evalue
exon_number
exon_type
external _annotation
filtering

frame

interval

left

length

aminoacid
log_invalidation
masked_sequence
minimum_score
percent_id
primer_name
query_name
query_sequence
reason_for_invalidation



log_direction
right

seq_name
sequence
set_pipeline
pipeline_id

start

start_codon
subject_sequence
tagged_interval
trimmed_left
trimmed_right
trimming_direction
assembled_sequence
phd_singlet
other_vector
location_vector
singlet
cleavage_positionl
cleavage_position2
SIGNAL
graphic_vector
cutoff

tRNAscan

intron_ start
intron_end
intron_start_seq
intron_end_seq
HGT

threshold

note
target_identifier
target_name
target_type
target_class
target_description
target_start
target_end
truncated
gc_content
RNA_scan

bias
molecule_type
confidence
hairpin

tail

tail5

stem5
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loop

stem3

tail3
description_interpro
RBS_pattern
new_start_codon
old_start_codon
old_position
position_shift
CDS_name

bitscore

hit_name
hit_description
TCDB_ID
TCDB_class
TCDB_subclass
TCDB_family
sequencing_project
locus_tag
window_Ssize

step

data

Termos descrevem propriedades das analises:
program_arguments
Termos descrevem relacionamentos entre analises:
auxiliar_program
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