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Resumo

A montagem| de sequéncias refere-se ao |alinhamento| e fusdo de
fragmentos (os fragmentos fundidos denominam-se |contigs) vindos

de uma molécula de [DNA| maior para poder reconstruir a sequéncia

original. Isto € necessdrio pois a tecnologia atual de [sequenciamento]

de DNA nao consegue lidar com [cromossomos| inteiros, mas apenas

com pequenos fragmentos (chamados de de tamanho entre
20 e 1000 [1]. Além da grande quantidade de dados

gerada pelos ditos |[sequenciadores| da “proxima geracdo” (next

generation sequencing ou NGS) [2], outros problemas incluem a
presenca de erros nos e a existéncia de sequéncias quase
idénticas (conhecidas como [repeticOes), que podem dificultar a
montagem (gerando que ndo existem na molécula original,

chamados de [3].

Para tentar evitar as dificuldades causadas pelas a fer-
ramenta desenvolvida tentard apenas obter os (e suas regides
adjacentes) de interesse do usudrio (mais precisamente, tentard
montar apenas 0s que tenham um minimo de similaridade com

as sequéncias de interesse). Idealmente, iremos obter também os

lelementos cis-regulatdrios| (regides do[DNA|que regulam a expressdo
de|genes|localizados na mesma molécula [4]) dos [genes|em questdo.

Palavras-chave: [montagem}, [DNAL [gene]; Perl; [pipeline]; alinhamento},

[sequenciamentol
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Parte I

Parte Objetiva

1 Introducao

1.1 Motivacao

Cada de um organismo vivo contém um conjunto de [cromossomos}, que sao formados

principalmente de DNA] Esse conjunto de toda a informagdo hereditaria do organismo (o [genomal)
representa as instrucdes que controlam a sua duplicagdo e o seu funcionamento. O [sequenciamento|
automadtico de deu origem a [gendmical que consiste no estudo analitico e comparativo de

genomas| diferentes. O problema é que os [genomas| possuem tamanhos variando de milhdes (em
bactérias) a bilhdes (em humanos e na maioria dos animais e plantas) de [nucleotideos| sendo que a

maioria dos métodos atuais desequenciamento|sdo precisos o suficiente para determinar sequéncias

continuas de ndo mais que 900 em média [2, 5]. Mesmo o método capaz de deter-
minar as sequéncias mais longas até o momento (chamado de SMRT, do inglés single molecule

real time sequencing) nao consegue (em média) determinar sequéncias continuas de mais de 2900

nucleotideos[6].

Célula humana

Nicleo / ‘\‘
<
,.{'

Membrana plasmatica

Nucleotideas

Cromossomo
Teldmero

Centrémero

Telimero

DNA (dupla helice)

Esqueleto de acicar fosfato

Adenina

Figura 1: Organizacio do [DNA|em cromossomos| (onde o estd associado a |histonas]) e sua

localizagdo na [célula (que € o no caso de feucariontes). Fonte: [8].

26 tamanho méximo é de 15000 71.
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Tal como um grande quebra-cabeca, os (fragmentos) de produzidos pelo
devem ser montados para a obten¢dao de uma representacdo completa do Porém,

os [reads| contém erros (oriundos das limitagdes da tecnologia de [sequenciamento|ou de falhas hu-

manag’), o que dificulta a tarefa. Mesmo na auséncia de erros, o possui caracteristicas que

complicam consideravelmente o processo de [montagem), tais como as repeticoes, O [genomal hu-
mano, por exemplo, possui repeticdes|que aparecem mais de 100000 vezes cada umfﬂ Assim como

as pecgas correspondentes ao “céu’” no quebra-cabeca de uma paisagem, os que correspondem

a[repetigdes| sdo dificeis de posicionar corretamentef’} o que resulta em lacunas na sequéncia mon-
tada [15]].

1.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é obter um programa que monte as regides génicas de in-

teresse do usudrio, estendendo-as 0 maximo possivel (de forma confidvel, ou seja, sem gerar

meras|) para obter os |elementos cis-regulatorios| dos [genes|em questdo. Como objetivo secundario,

visamos integrar e consolidar conceitos obtidos tanto nas disciplinas do [Bacharelado em Ciéncial

lda Computacido (BCC)| quanto nas disciplinas relativas a drea de biolégicas (cursadas em outros
institutos, principalmente no [[B]e no [[Q).

1.3 Organizaciao da monografia

A monografia é dividida em duas partes: a objetiva e a subjetiva.

A parte objetiva possui 7 secdes (sem considerar esta introdu¢do), descritas a seguir. Na secao

¢ feita uma apresentacao de conceitos basicos de biologia moleculalﬁ que permeiam todo o trabalho.

Na secdo 3] é feita uma descri¢@o das principais abordagens para o [sequenciamento|de [DNA| além

de uma exposicado da tecnologia utilizada para gerar os dados analisados. Na secdo 4| ¢ explicado

o conceito de [alinhamento| de sequéncias e sua relagdo com o problema da jmontagem| Na secdo
5] ¢ definido o problema da[montagem| e suas dificuldades. Na secdo [6] sdo descritos os pipelines

desenvolvidos, incluindo funcionalidades e alguns detalhes de implementacdo. Na secdo [/| sao
analisados os resultados obtidos para a de sequéncias de [DNA] do [cultivaff R570 de
cana-de-agucar (hibrido entre S. officinarum e S. spontaneum). Finalmente, a se¢do [§ apresenta as

consideragdes finais em relacdo ao trabalho.

3cometidas durante a execucio do protocolo de [sequenciamento
“4como os elementos Alu, que aparecem mais de um milhio de vezes[9].

3a maior parte do humano nado sequenciado corresponde a regides repetitivas, concentradas em |teldmeros

e [centromeros{|10].

°de forma simplificada (omitindo alguns detalhes), explicando o que for necessério para o entendimento do que foi
desenvolvido.
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A parte subjetiva relata as experiéncias vividas durante a graduagdo e durante o desenvolvi-
mento do trabalho, além de relacionar os conceitos estudados que foram mais relevantes para a

execucdo do mesmo.

2 Mecanismos genéticos basicos

2.1 Estrutura do DNA

A molécula de DNA] é uma fita dupla, sendo que cada em uma das fitas (ou seja,

cada [nucleotideo) consiste de duas partes: um (desoxirribose) com um grupo fosfato ligado
a ele e uma que pode ser adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G). Cada

estd ligado ao préximo por meio do grupo fosfato[l, criando uma cadeia composta por um esqueleto

repetitivo defactcarle fosfato, com séries de [bases| projetando-se dela. As[bases|de uma fita ligam-se
com as da outra fita de forma jcomplementarf’, sendo que A liga-se com T e C liga-se com G.

Essas duas fitas torcidas entre si formam uma dupla-hélice[11].

Base
OH {adenina,
| s Sisnkre,
0=P=0-C gk
| ‘ o ou timina)
N f—.—*
H\H H / H
Grupamento | |
fosfalo L —— 2
[ I
OH H
| I
Desoxirnbose

Figura 2: Estrutura de um desoxirribonucleotideo, mostrando também a numeracdo dos dtomos de
carbono. Fonte: [12]].

A forma com que 0s estdo ligados faz com que os terminais de cada fita sejam di-
ferentes (definindo uma orientacao a cada uma delas): o terminal com um grupo fosfato livre (i.e.,
que nao participa da ligac@o entre [nucleotideos) é denominado terminal 5’ (I€-se “cinco linha”),

enquanto o terminal com uma hidroxila livre é denominado terminal 3’ (1&-se “trés linha”f’} Os

Tatravés de [ligacoes fosfodiésted entre o fosfato (—PO?[) de ume a hidroxila (-OH) do outro.

8através de|ligacdes de hidrogéniol

‘pois esses grupos estio ligados aos dtomos de carbono 5’ e 3 da desoxirribose, respectivamente (seguindo a
numeracdo da figura |Z[)
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membros de cada [par de bases| somente se encaixam na dupla hélice se as duas fitas forem anti-
paralelas: se uma delas estd na orientacdo 5 — 3/, entdo a fita complementar| estd na orientagao
3 — 5'[].

_ Timina
Adenina
5' terminal
o._,,/g- NHz " 3' terminal
P n o
0 A
O

Esqueleto de
fosfato-
-desoxiribose-

3' terminal Citosina
Guanina 5' terminal

Figura 3: Estrutura quimica da molécula de[DNA| mostrando a complementaridade das bases
[cdes de hidrogénio aparecem em pontilhado), as ligagdes entre os e o antiparalelismo
entre as fitas. Fonte: [[13]].

2.2 Duplicacdo do DNA

A cada divisdo celular, a deve copiar seu |genomale passd-lo para as duas células filhas.

Como cada fita de [DNA] contém uma sequéncia de [nucleotideos|[complementar] 4 fita associada,

cada fita pode atuar como um para a sintese de uma nova fita|complementar] Isso é possivel
pois as ligacdes entre os [pares de bases|sdo fracas quando comparadas as ligacdes acgucar-fosfato,

permitindo que as duas fitas de [DNA] sejam separadas sem que ocorram danos aos seus esquele-

tos [11]. Como cada uma das novas moléculas de possui uma fita da molécula original, a

duplicacaoldo[DNA|€ dita semiconservativa[14].
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Figura 4: semiconservativa do A dupla-hélice da molécula original (em azul) é
desenrolada e cada uma das fitas serve como para a sintese de novas fitas [complementares|

(em verde). Fonte: [13]].

A [polimerizacao| de [DNA]| é catalisada pela fenzimal DNA-polimerase. Os nucleotideos| livres
que servem como [substrato| para essa [enzima) sao os trifosfatos de desoxirribonucleosideo (dATP,

dTTP, dCTP e dGTP), e sua requer um [molde] de [DNA| de fita simples[11]]. Para
cada [nucleotideo] incorporado a fita em formagcéo € liberado um [fon| pirofosfato (PP;, cuja férmula
é PQO‘%_), que € posteriormente hidrolisado em dois fosfato [16].

Cadeia em formagao  Cadeia original Cadeia em formagao Cadeia original

Fosfato
Agucar ___
Base —_ ~
-'/lea enzima DNA polimerase
liga o préximo
desoxirmbonucledtido, com a
— o base C, ao grupo OH, na
Lugacaq de novos extremidade 3'da cadeia em
nucledtidos. \ formagdo /
) \
- r/
o ®
dcTP
: |

Oo ions fosfato

Figura 5: Quimica da sintese de[DNA] A incorporagdo do desoxirribonucleosideo trifosfato (dCTP,
nesse caso) ¢ sempre feita no terminal 3’ da nova fita, e é guiada pelo pareamento entre as bases (C
e G, nesse caso). Fonte: [17].
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Porém, as DNA polimerases possuem uma limitagcdo: elas apenas conseguem estender uma fita
de DNA ja existente que esteja pareada com a fita molde (ou seja, ela ndo consegue comegar a

sintese de uma nova fita). Para comecar a sintese, um fragmento curto de DNA ou RNA (chamado

de finiciador| ou |primer] deve ser criado e pareado com a fita de DNA molde. Apds essa etapa, a
DNA polimerase sintetiza uma nova fita de DNA estendendo o terminal 3’ do[iniciador[15].

2.3 Transcri¢ao do RNA

O além de cumprir sua fun¢c@o como armazenador de informagao, também deve ser capaz
de expressa-la, guiando a sintese de outras moléculas na O inicio desse processo € deno-
minado no qual segmentos da sequéncia de [DNA]| (os [genes)) sdo usados como [moldes
para guiar a sintese de de 4cido ribonucleico, ou [RNA] No [RNAL o esqueleto é formado
por um ligeiramente diferente daquele do[DNA]| (ribose em vez de desoxirribose), e uma das
quatro também € diferente (uracila (U) no lugar de timina (T)). Apesar disso, as trés outras
(A, C e G) sdo as mesmas, € os 4 tipos de do RNA (A, U, C e G) pareiam com os 4
tipos de [bases|complementares| no [DNA| (T, A, G e C, respectivamente) [11].

DA RNA
oH :
| 'rgns} )
O=P—0—CH, o/
|
[#]
OH -
0.
| |
OH Hy o
Desoximibose Ribose
O
ii
H [» CHz
T & Lo
N T c b

Timina Uracila

Figura 6: Diferengas quimicas (indicadas por setas) entre (coluna esquerda) e (coluna
direita). Fonte: [18]].

Apesar das pequenas diferengas quimicas, o [DNA]e o [RNA] diferem drasticamente em termos
de estrutura. Enquanto o [DNA|sempre ocorre nas sob a forma de uma hélice de fita dupla,
0 se apresenta como fita simples. Assim, as cadeias de podem se dobrar de diversas
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formas (adotando estruturas tridimensionais complexas), o que permite que algumas moléculas de

[RNA|desempenhem fungdes estruturais e cataliticas[[11].

Figura 7: A conformacio de uma molécula de O pareamento de entre diferentes
regides da mesma fita de RNA|faz com que a molécula adquira uma conformagéo distinta. Fonte:

[19].

Todo o de uma célula é produzido pelatranscricaol de[DNA| num processo semelhante ao
dal|duplicacio|de [DNA| A [transcricaolcomeca com a abertura e a desespiraliza¢do de uma pequena
porcdo da dupla-hélice de[DNA]| o que expde as em cada fita. Apenas uma das duas fitas (a
ﬁta age como umpara a sintese de uma molécula de Tal como na

de [DNA] a sequéncia de [nucleotideos| do RNA| é determinada pelo pareamento de entre 0s
trifosfatos de ribonucleosideo (ATP, UTP, CTP e GTP) a serem incorporados e a fita de [DNA]

Quando um pareamento adequado € estabelecido, o ribonucleotideo a ser incorporado é

covalentemente ligado a cadeia de em formagﬁolﬂ por meio de uma reagdo catalisada pelas
lenzimas|RNA-polimerases. Porém, ao contrario das DNA polimerases, as RNA polimerases podem
comegar a sintese de uma nova cadeia de RNA sem um [iniciador[11]].

193 outra fita é denominada fita codificante, pois sua sequéncia de |bases| é idéntica a sequéncia do a ser
sintetizado (exceto pelas timinas, que nao existem no .
"e uma molécula de pirofosfato é liberada, assim como na|duplicacio| de[DNA|
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RMA polimerase

sinal de parada para

promotor a RMNA polimerase

SOVORIVORODOOWR s

.
ABERTURA DA ot . -
HELICE DE DNA sitio de inicio da transcricao

il%f&l"\l\l\l\l“j

INICIACAD DA CADEIA DE RNA
PELA INCORPORACACD DOS DOIS
PRIMEIROS TRIFOSFATOS DE
RIBONUCLEQSIDED

ELONGACAC DA CADEIA DE RNA NO
SENTIDO 5'-> 3' PELA ADICAQ DE
TRIFOSFATOS DE RIBONUCLEQSIDEC

continua liberacao g
da fita de RNA &
reconstrucac da
hélice de DNA

AN NN NG

TERMINACAC E LIBERACAD
DA POLIMERASE E DA
CADEIA COMPLETA DE RNA

s .
* regiao curta de
hélice DNARNA

5

Figura 8: [Transcricdo| do [DNA| pela RNA-polimerase. O ¢ a regido de a qual a
RNA-polimerase se liga para iniciar atranscricaol Fonte: [20].

2.3.1 Splicing do pré-RNAm

A maioria dos [genes| presentes no [DNA] das [células| especifica a sequéncia de [aminodcidos| de
proteinas), as moléculas de que sdo transcritas a partir deles sdo denominadas moléculas de

RNA mensageiro (RNAm))'?, Em entretanto, nem toda a molécula de codifica

[aminoacidos} os [genes| eucaridticos sdo encontrados sob a forma de pequenas sequéncias codifi-
cantes (€xons]) intercaladas por sequéncias longas (introns) ndo codificantes[11].

Tanto as sequéncias de [fntrons| quanto de [€xons|sdo transcritas em [RNA] sendo que os [fntrons
sao removidos doRNAm|recentemente sintetizado (pré-RNAm)) por um processo denominado [spli]
de RNAL A maquinaria celular responsavel (o [spliceossomol) reconhece as divisdes entre os

[introns| e [€xons|(chamadas de [sitios de splice)) através de [sequéncias de consensol que sdo similares
entre os [introns|e fornecem indicios para a do local onde deve ocorrer o Na maioria
dos |introns, tais sequéncias (no jpré-RNAm)) sdo GU (sitio doador, que fica na extremidade 5" do

12contudo, o produto final de uma minoria deé 0 proprio
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e AG (sitio aceptor, que fica na extremidade 3’ do [intron))[21]].

. . Terminador
Promotor Sequencia quelcudlﬁca o RMNA da transcricao
| T 1
fita codificante 5’ GT.AG GT.AG — T
dupla hélice
de DNA
fita molde 3 CA.TC CA.TC s |
éxlnn fntlrc:n éxlon fntlmn éxlnn
l Transcricao |
Cap &' cauda poli-A
,I e
pré-RNAm 5 N i . CON N /. /A A
5' UTR 3'UTR
Processamento de RMNA:
introns removidos
Sequéncia que codifica a proteina (CDS)
|
' I 1 .
RNAm 7 R ¢ £ £

Figura 9: [Transcricio| e |splicing| do [pré-RNAm)| eucariético, mostrando as divisdes entre [¢xons| e
[introns| O|cap 5'|e acauda poli-Alsdo modifica¢des adicionais que conferem maior estabilidade ao

[RNAm| e as[UTRs|sdo sequéncias nio traduzidas em proteinal Fonte: modificado de [22].

2.4 Traducao do RNA

As moléculas de assim como as de [DNA] e RNA| sdo cadeias poliméricas longas
nao ramificadas, cujos (de 20 tipos diferentes) sdao os faminoacidos, Cadalaminoacidol
possui uma estrutura bdsica (por meio da qual se liga a outros e uma cadeia lateral
(varidvel) que atribui a cada um uma caracteristica distinta. Cada uma das moléculas de
ou dobra-se para adquirir uma forma tridimensional precisa, com sitios reativos em
sua superficie. Dessa forma, elas desempenham virias fungdes nacélulal como de reagdes
quimicas (enzimas]), manutencdo de estruturas, geragdo de movimentos, percep¢ao de sinais e assim
por diante[11].

R

Figura 10: Estrutura genérica de um mostrando o (-NH,), o
(-COOH) e a cadeia lateral (-R, diferente para cadajaminodcido). Fonte: [23].
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Apolares (Hidrofobicos)

. AT
coo f[:oo‘ ?Od coo ci;oo’ ?oo' n‘:oo' (‘:oo' coo
+ + - o +
el +H3N—CI—H +H3N—?—H Bl H,N—C—H +H3N—~C|l~—H HZN-—(‘)—H Lot +H3N—{II—H
/
H CH, CH CH, CH CH, H.C CH, CH,
- : HE™  “EH, i HG T O, [ i L g [®
Glicina Alanina 3 g CH i i CH, H,C C
(Gly) (Ala) Valina HC” “CH, CH, = s 4
(Val) < S Prolina HC\ |
Leucina Iscleucina | (Pro) HN
(Leu) (lle) CH,
MetiBAiis Fenilalanina Trip}of@no
. 5 (Trp)
Met) (Phe)
Polares (Hidrofilicos)
A
f
Polares com Polares com
Polares sem carga carga negativa (Acidos) carga positiva (Basicos)
A A AL
r ; ; T re ~ i
COO0 clzoo clzoo (3300_ (lzoo' nl:oo' (|300“ coOo”
+ + + + + +
e, HgN = i e +H3N—(i‘,—H H3N-—(i3—-"H +H3N—(|3—H H;N—C—H
CH,OH H—C H CH |
i \ | |
Serina CH SH COO Ct
(Ser) | ¢
.‘ "I[.?."' ASpa ( CO0O
coo Coo 00 ‘
+ + ‘ +

Figura 11: Os 20jaminoécidos|que compdem as [proteinas} classificados segundo as caracteristicas
de suas cadeias laterais. Fonte: [24] 23].

A informacdo contida na parte codificante (CDS)) do[RNAm|¢é lida em trincas de nucleotideos
(codons)), com cada trinca especificando um unico [aminoacido| na [proteinal correspondente. Como

existem 61 (= 4 x 4 x 4 — 3) [c6dons| codificantes possiveiﬂ e apenas 20 [aminodcidos| varios
codons|codificam o mesmo [aminoacida “[[11]].

133 (UAA, UAG e UGA) ndo especificam |aminoécidosl e sim o final da Fradugiu_)l

I4e por isso se diz que o cédigo genético (associagio entre |céd0ns|e|amin0écidos[) ¢é degenerado.
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Segunda Base

A

uuuT_Fenil- ucu UAU ]_ Tivacing LIGU]_I:isteina u
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cuuT ccu cAU T u
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Figura 12: O cddigo genético. O corpo da tabela mostra as associacdes entre os € 0s

aminodcidos| Fonte: [26].

O cédigo ¢ lido por denominados RNA transportadores (RNAts). Cada tipo de RNA({
liga-se a uma extremidade de um especifico, possuindo (em outra extremidade) uma

sequéncia de trés nucleotideos (o que o permite reconhecer (por pareamento de bases)
codor”| no [RNAm| [27].

Para a sintese proteica, os [anticédons| dos [RNAts| (carregados com seus respectivos [aminodci-

emparelham-se com seus|codons|, os[aminodcidos|sdo utilizados para alongar a cadeia nascente

um

de [proteinale os[RNAts|descarregados sdo liberados. Esse conjunto de processos (que se inicia com

o reconhecimento do de iniciacdo no[RNAm|e termina com o reconhecimento de um dos trés

codons|de parada) € realizado pelo ribossomo], que € um complexo formado por diversas moléculas

de ribossomais ou e mais de 50 diferentes. A rea¢do fundamen-
tal para a sintese de ¢ a formacdo de uma [liga¢do peptidical entre o [grupo carboxilal na

extremidade da cadeia polipeptidica em crescimento e um [grupo amino|livre do novo [aminoacido|

(1]
R [O R
l| i o
—_— CtC—N—+C-C + 0
| [ ] | OH
H H|H

Ligag o Peptidica

P

5 " % oy LY r

Auminodcido + Aminodcida — Dipeptidea

Figura 13: Formacdo da[ligaciio peptidical catalisada pelo fribossomo| O |[grupo amino| aparece em
azul e o[grupo carboxilalem amarelo. Fonte: [28].

Sou um grupo de|cédons
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sitio de ligacdo ao RNAM  4don de iniciacio sitio de ligagdo a0 RNAM  gitio P sitio A
(primeiro codon)
{a) Iniciagio

primeire cédon segundo codon
(b) Elongacéo

codon de parada

(€] Terminacio

Figura 14: As trés fases daltraduciioldo[RNAm} iniciagdo, elongagdo e terminagio. O RNAm|é lido
no sentido 5 — 3, e a[proteinal é gerada no sentido N-terminal — C-terminal (ou seja, o primeiro

aminoacido| possui o [grupo amino]livre e o tltimo possui o [grupo carboxila)livre). Fonte: [29].
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3 Sequenciamento de genomas

3.1 Estratégias

Existem dois modos de se sequenciar um [genomal O método a [BAC] (ou shotgun hie-
rarquico), o primeiro a ser usado nos estudos do [genomal humano, € lento mas preciso. Também

conhecido como método baseado em mapeamento, ele evoluiu a partir de procedimentos desenvol-

vidos nas décadas de 1980 e 1990, e continua a ser aperfeicoado. A outra técnica (conhecida como

[sequenciamento| shotgun) € muito mais rapida (permitindo que os pesquisadores realizem a tarefa

em meses), mas menos precisa. Ela foi desenvolvida por J. Craig Venter em 1996, no Instituto para
a Pesquisa Gendmica (TIGR)[30].

3.1.1 Sequenciamento shotgun

Esse ¢ um método usado para sequenciar fitas longas de assim chamado pela analogia
com o padrio de tiro quase aleatério de uma espingarda (shotgun, em inglé€s). Vdrias copias do
sdo clivadas aleatoriamente em vdrios fragmentos pequenos, que sdo entdo sequenciados
para obter [reads] Em seguida, programas de computador montam as sequéncias utilizando as so-
breposi¢des entre os terminais dos [31]]. O método shotgun é mais rdpido e mais barato, mas

mais propicio a erros por ter que lidar com um nimero muito grande de fragmentos [32]].

S c— — g

—
P ——— genomas clonados
R

[ —

wanos genomas 580 clivados em
segmentos de tamanho varidvel

segmentos do genoma sequenciados &
na0 ordenados

maontagem sutomatizads
{computacional)

segmentos sequenciados
sobreponiveds (guanto malor
a cobertura, methor o
sequenciamenta)

segmentos sobreponiveis
ATGTTCCGATTA TTTCATTCAGTAAAAGGAGGAANTATAA 880 combinados para
construr a sequéneia de
\\‘_ J consenso do genoma _//

Figura 15: As fases do[sequenciamento| shotgun. As copias do sao clivadas aleatoriamente
em fragmentos pequenos (apropriados para o [sequenciamento) e entdo montados. Fonte: [31].
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3.1.2 Sequenciamento BAC a BAC (shotgun hierarquico)

O método a ¢ um método bem estabelecido de [sequenciamento, mas tende a ser
muito lento [33]. Em primeiro lugar, um de baixa resolugdo do é feito antes
do [sequenciamento]31]]. Isso requer dividir os em grandes pedacos e descobrir qual
a ordem deles no [30].

Em seguida, varias cépias do sdo cortadas aleatoriamente em fragmentos de 50-200 kb
(insertos)), que sdo inseridos em e transferidos para bactérias[30, 31]. A cole¢do completa
dos contendo o é dita uma biblioteca de BACs, pois cada[BAC|é como se fosse um

livro que pode ser acessado e copiado [30].

Na maioria dos projetos, ambos os terminais de cada|inserto|sdo entio sequenciados, definindo

um par de para cada BAC| (chamado de [mate pair). Esses pares podem ser usados tanto
durante o processo de de cada[BAC|como apés dele, para ordenar os resultantes
da[montagem|dos[BACS[3]].

mate ligagdes entre reads
pair do mesmo mate pair

(Y ===
SN

Contigs

(@) (b)

Figura 16: (a) Oslinsertos|do[BAC/sio sequenciados de ambos os lados, gerando mate pairs} (b) Os
Imate pairs|podem ser usados para ordenar e orientar os [contigs|no[genomalque estd sendo montado.
Fonte: [5].

Como miiltiplas cépias do foram clivadas aleatoriamente, 0s possuem termi-
nais diferentes e, com [cobertura]suficiente, é teoricamente possivel achar (utilizando o
construido inicialmente) um conjunto de [contigs|de BACs|(chamado de que cubra todo
0 Em seguida, cada um dos que forma oltiling path|pode ser clivado aleatoriamente

e sequenciado (ou seja, ¢ feito um [sequenciamento| shorgun para cada[BAC) [31]]. A principal van-

tagem do método € a precisdo, jd que a localizagdo cromossdmica de cada [BAC| ¢ conhecida e o
nimero de que precisa ser montado é menor [32].
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biblioteca de BACs
Tiling path

Cromossomo ou area de interesse

Figura 17: Um conjunto de que cobre toda a drea gendmica de interesse constitui um
Fonte: [31]].
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w— segmentos sobreponives
ATGTTCCGATTA TTTCATTCAGTAAMAAGGAGGAANTATAA ::;:: a s“;:i: de
== consenso do genoma

Figura 18: As fases do [sequenciamento| shotgun hierdrquico. O |genomal é clivado em grandes
segmentos e, apds a ordem entre eles ser deduzida, esse segmentos sdo clivados novamente em
tamanhos apropriados para o[sequenciamento| Fonte: [31].

3.2 Pirossequenciamento

A seguir serd descrita a tecnologia utilizada pelo Roche/454 (Genome Sequencer
FLX'), que foi utilizado para gerar os que foram utilizados nesse trabalho.
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3.2.1 Passo 1: preparacao das amostras de DNA (duracio: 4 a Sh)

O primeiro passo € a fragmentacdo do gendmico em fragmentos de 400 a 600 pb (nebuli-

zacdo), seguida do polimento (isto €, fazer com que ambas as pontas sejam|terminais cegos))[34,35]].

Em seguida, sdo anexados dois tipos (A e B) de [adaptadores| (pequenas moléculas de [DNA] cujas
sequéncias sdo conhecidas, que sdo complementares aos [iniciadores| presentes entre os reagentes)

aos terminais dos fragmentos[34-36]]. Finalmente, os fragmentos de fita dupla sdo separados em

fitas simples, criando uma biblioteca de DNA molde de fita simples (single-stranded template DNA

(sstDNA) library) [34].
A & B
A= !r a4t gn® Vb o _/-.._.- ‘
K.ﬁ § I;'D*'ﬂ A jf’f' i . . e \3
Pyt P Y ;@“r____ﬂr. P oy hy S £
R A =P8 ' B —3 DT A = i —
I:EE ( JD’“#:"“ DDA o T {\

h]\ . I ;.c"?‘_-""‘ 3 %_“u—““'\l—;"% P .
Y & Do N B) s
® genoma = polimento e ligagdo wisolamento dos fragmentos = desnaturagao das hélices " biblioteca de
fragmentado  dos adaptadores A que possuem pelo menos duplas e liberagao das fitas zetDMNA
e B um adaptador B que ndo possuem biotina

Figura 19: As fases do passo 1. Uma das fitas do B contém uma molécula (biotina,
representada por uma esfera amarela) reconhecida pelo bead de captura (em azul). Se o fragmento
capturado tiver o A na outra ponta, uma das fitas serd liberada apés a As
fitas liberadas (que contém os A e B) compdem a biblioteca de utilizada no

lsequenciamento| [35]. Fonte: [34].

3.2.2 Passo 2: PCR em emulsao (emPCR) (durac¢iao: 8h)

Primeiramente, uma mistura aquosa (contendo os fragmentos da biblioteca de beads
de captura e os reagentes para a[PCR)) sdo injetados em pequenos contéineres de plastico contendo
um dleo sintético. ApGs agitagdo, o resultado é uma dgua em dleo, com as goticulas de
dgua envolvendo os beads. Na maioria dos casos, cada goticula de 4gua terd apenas um bead e
um unico fragmento da biblioteca de Em seguida € iniciada uma reac¢do conhecida como
que faz com que cada fragmento de cada goticula seja amplificado em milhdes de copias que
ficam imobilizadas nos beads. Ao término da reacdo, os beads sdo isolados do 6leo (rompimento da

emulsao)) e limpos. Os que ndo contém [DNA|sdo eliminados, e 0s que possuem mais de um tipo de

fragmento sdo descartados durante o processamento do sinal gerado na fase desequenciamentof34]].
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+ Reagentes da PCR

—l '
+ dleo sintético |
B
! £ microrreatores (goticulas de agua)
Fragmento da biblioteca Mistura aquosa com a Criar emulsao
de sstDNA carregando biblioteca de sstDNA e "agua em oOleo”
os adaptadores Ae B os beads de captura

Y
"Quebra" dos microrreatores Amplificagao doﬂs fragmentos por
Isolamento dos beads que contém DNA PCR em emuls3o (emPCR)

Figura 20: As fases do passo 2. O resultado € a produg@o de milhdes de copias do mesmo fragmento
imobilizadas no bead (enriquecimento da amostra) [36]. Fonte: [37].

3.2.3 Passo 3: sequenciamento (duracio: 7,5h)

A abordagem utilizada € o “sequenciamento por sintese”, na qual a sequéncia de uma molécula

de[DNA|de fita simples é deduzida a partir da detec¢do dos[nucleotideos|incorporados na sintese da
fita[complementar [38]. Os beads de captura de [DNA]|resultantes do passo 2 sdo colocados numa

placa de sequenciamento (PicoTiterPlate'), que possui 1,6 milhdes de pogos. O diametro dos
pocos € projetado para que cada um deles possua apenas um bead. Em seguida sdo adicionados os
beads enzimaticos (que possuem as - ATP sulfurilase e luciferase - utilizadas nas reacdes
que detectam a incorporagdo de e a mistura de incubacdo dos beads (contendo DNA

polimerase)[34, [36].

Colocar os beads
enzimaticos

-

£t

Colocar os beads =

na placa PicoTiter = ],|’ —~m %Q
|
— | ——
== -
Centrifugagao

Figura 21: Inicio do passo 3. Cada um dos pocos da placa possui apenas um bead com milhdes de
cépias do mesmo e vérios beads enziméticos. Fonte: [37].
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Em seguida, o sistema fluidico do sequenciador deposita os da DNA polimerase
(dNTPs, correspondentes as bases T, A, C e G) na placa, sequencialmente € na mesma ordem
(de forma ciclica), de modo que apenas um tipo de dNTP esteja presente na placa por vez (o que
permite descobrir qual deles foi incorporado). Quando um desses ¢ incorporado as

fitas de [DNA] as fenzimas| dos beads enzimiticos convertem o pirofosfato (PP;) liberadd™|em luz,

numa reacdo quimiluminescente semelhante a dos vaga-lumes. A intensidade da luz determina se

um mesmo tipo de dNTP foi incorporado mais de uma vez na mesma rodada, e os beads t€m suas
c6pias do[DNA|sequenciadas em paralelo [34] 36| [38].

£ . - . .
o 9( Registro dos sinais luminosos

DMNA
polimerase

AGAAMTCGGCATGCTAAAGTCGCA
APS

(adenosina 5 fosfosulfato)

PP,

i
(pirofosfata)

iniciador

ATP sulfurilase
ATP

enzimaticol luciferina
Luciferase

luz + oxiluciferina

Figura 22: Sequéncia de reacdes que faz com que a incorporacdo de seja detectavel
(através do sinal luminoso gerado no final). O excesso de dNTPs e ATPs é degradado por outra

a apirase (ndo mostrada) [38,[39]. Fonte: [37].

O sinal luminoso produzido € detectado por uma camera CCD (charge-coupled device), que usa
um pequeno pedago retangular de silicio (o CCD) para receber luz (em vez de um filme). A inten-
sidade da luz gerado durante o fluxo de um udnico tipo de varia de modo proporcional
ao ndmero de complementares ao fragmento de[DNA|de fita simples sendo analisado

(e.g., se existirem 3 A’s seguidos, entdo a intensidade serd 3 vezes maior do que se existisse um

unico A). Os sinais criados no processo de [sequenciamento| sdo analisados para gerar milhdes de

bases sequenciadas por hora. As imagens sdo processadas para obter um grifico de barras (que
registra a intensidade de luz para cada tipo de denominado pirograma, que permite
obter a sequéncia correspondente ao fragmento original de (é gerado um pirograma para
cada pogo). No fim, é vilida a relacdo “1 fragmento [sstDNA]|: 1 bead : 1 pogo : 1 pirograma : 1
[read’[34]. Em média, os obtidos possuem tamanho de 700 [pares de bases (pb)|[2].

16conforme explicado na secdo
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Sequéncia "chave" = TCAG

Figura 23: Um pirograma. O eixo horizontal indica qual foi o incorporado, e o vertical
(dividido em regides chamadas k-mers) a intensidade da luz detectada. As linhas tracejadas indicam
os limiares de classificagdo: se a intensidade detectada correspondente ao X estiver na
regido n-mer, assume-se que existem n [nucleotideos| X seguidos na sequéncia. A sequéncia “chave”
(TCAG) esta presente nos (A e B, cujas sequéncias sdo conhecidas), e € utilizada para
calibrar o sinal [34, 40, 41]]. Fonte: [34]].

4 Alinhamento de sequéncias

4.1 Definicao

O lalinhamento| de sequéncias consiste em comparar duas (alinhamento| par a par) ou mais (ali
nhamento| multiplo) sequéncias (de [nucleotideos| ou faminoacidos)) pela procura de caracteres que

aparecem na mesma ordem. O consiste em escrever as sequéncias em duas linhas dis-
tintas, colocando os pares de caracteres alinhados em colunas - indicadas por “-”
- também podem ser inseridas). Num 4timo, os caracteres nio idénticos e as lacunas
sdo posicionados de forma a fazer com que mais colunas possuam caracteres idénticos. Sequéncias
que podem ser facilmente alinhadas dessa forma (com vdrias colunas de caracteres idénticos) sdao

ditas similares [42].

Cada tipo de coluna (duas lacunas, uma lacuna, dois caracteres idénticos, dois caracteres dis-
tintos, etc.) recebe uma determinada pontuacdo, estabelecida a priori (tipicamente positiva para
colunas idénticas e negativa para outros tipos). A pontuagdo do jalinhamento|é definida pela soma
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da pontuacdo de cada coluna, e um |alinhamento étimam entre duas sequéncias € o que possui
pontuagdao maxima([43].

CACGA%GCTTGCEGCT- GCAATTICITCTIGGCTG

GCTTGCCGCTGACIGCAATTI-TCTAGCTGAAACTCC
].. 1'0 2'0 3l0
g : E:i; = :g Gap opening -4 pontos
2 9 = & Gap extension -3 pontos
e - (;1) = '23 Mismatch -2 pontos
s )__ Match +1 ponto
3

Figura 24: Exemplo de um alinhamento semiglobal com pontuacdo igual a 3 (em laranja). Os
diferentes tipos de coluna estdo indicados pelas cores: verde para caracteres idénticos (matches),
vermelho para caracteres distintos (mismatches), azul escuro para abertura de lacunas (gap opening)
e azul claro para extensdo de lacunas (gap extension). Fonte: [44].

Existem muitas aplica¢des do [alinhamento| de sequéncias, como identificagdo de [genes| e

teinas| desconhecidas, comparacdo da ordem relativa entre os [genes| em [genomas| proximamente

relacionados (sintenia) e [montagem|de sequéncias (para achar sobreposi¢des entre as sequéncias, o
que permite formar os|contigs)[44, 45]]. De modo geral, esse processo serve para identificar regioes
de similaridade, que podem ser consequéncias de relagdes funcionais, estruturais ou evolutivas

entre as sequéncias [43]].

4.2 Medidas (identidade e cobertura)

Além da pontuagdo, duas medidas que podem ser utilizadas para avaliar a qualidade de um
lalinhamentolsdo a identidade (do[alinhamento|todo) e a cobertura (de cada sequéncia). A identidade
do ¢ a porcentagem de colunas idénticas[46]], enquanto a cobertura de uma sequéncia

€ a porcentagem de caracteres presentes na regido alinhada.

Como exemploﬂ consideremos as sequéncias s = QUERIDAROSAVERMELHA (|s| = 19),
t = QUEROUMAMOROSOVERME ([t| = 19) e o alinhamento local a = {fosovin} - Temos que
cobertura(s, a) = |ROSAVERME| / |s| = 9/19 ~ 47%, cobertura(t,a) = |ROSOVERME| / [t| =

9/19 = 47% e identidade(a) = 8/9 ~ 89%.

17pode haver mais de um.
18 etirado de [47].
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4.3 Tipos de alinhamentos

A seguir serdo explicados alguns dos tipos de existentes e suas aplicagdes. Os
exemplos foram retirados de [47]].

4.3.1 Alinhamento global

@) global é o que compara duas sequéncias ao longo de toda a sua extenséo, de
modo a incluir o maior nimero possivel de colunas idénticas[42,44]]. Como exemplo, aqui estd um
global entre as sequéncias QUERIDAROSAVERMELHA e QUEROUMAMOROSOVERME

(barras verticais indicam colunas idénticas):

QUERIDA---ROSAVERMELHA

LT NN
QUEROUMAMOROSOVERME ——~—

O algoritmo que encontra esse tipo de [alinhamento| € o de Needleman-Wunsch, e ele € comu-

mente utilizado para identificar|genes|ou [proteinas|com func¢des similares (ambas as sequéncias sao

tratadas como potencialmente equivalentes) [48]].

4.3.2 Alinhamento local

O [alinhamento| local acontece quando a comparagdo entre as sequéncias ndo ¢ feita ao longo de
toda sua extensdo, mas entre suas subsequéncias[43, 44]. O para no final de regides
altamente similares, e encontrd-las possui uma prioridade maior do que maximizar o nimero de
colunas idénticas (ou semelhantes) [42]]. Como exemplo, aqui estdo dois locais entre
as sequéncias QUERIDAROSAVERMELHA e QUEROUMAMOROSOVERME:

QUER ROSAVERME

LT e RN
QUER ROSOVERME

O algoritmo que encontra esse tipo de ¢ 0 de Smith-Waterman, e ele é comumente
utilizado para detectar padrdes denucleotideos|oufaminoacidos|(dominios proteicos) conservados[42,
48].
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4.3.3 Alinhamento semiglobal

Numa comparacio semiglobal, as lacunas terminais (a esquerda do primeiro caractere ou a
direita do ultimo caractere de uma das sequéncias) sdo ignoradas (ou seja, colunas com lacunas
desse tipo possuem pontuacdao nula)[43l]. Como exemplo, aqui estd um alinhamento semiglobal
(em que todas as lacunas sdo terminais) entre as sequéncias ROSAVERMELHA e AMOROSOVERME:

———ROSAVERMELHA

R T
AMOROSOVERME———

O algoritmo que encontra esse tipo de alinhamento € uma modificacdo do algoritmo de Smith-

Waterman, e ele € comumente utilizado na montagem de sequéncias (para encontrar as sobreposi-

¢oes entre os[reads))[45, 48].

4.4 Alinhamento heuristico

Os algoritmos de Smith-Waterman e Needleman-Wunsch possuem uma garantia de conseguir
encontrar o 6timo (para um dado esquema de pontuacéo) entre um par de sequéncias,
mas sao ineficientes para sequéncias longas (ambos sdo algoritmos de programac¢do dindmica que
possuem consumo de tempo e espago O(mn), sendo m e n os tamanhos das sequéncias)[42, 49].
Por isso existem os algoritmos ditos heuristicos, que nao necessariamente encontram o

6timo mas sdo mais eficientes|[46]].

Uma heuristica possivel (presente em algoritmos como o BLAST[S0] e o BLAT[SI]EL por
exemplo) € a das “palavras” ou “k-tuplas”. Ela comecga procurando por pares de subsequéncias
de tamanho k (tipicamente, k = 3 para sequéncias de e k = 11 para sequéncias de
que sejam altamente similares (chamados de “palavras” ou “k-tuplas”) e entdo os
incorporam em um utilizando programagdo dindmica. Os métodos derivados dessa
heuristica sao rapidos o suficiente para buscas em (grandes) bancos de dados por sequéncias que

melhor se alinhem com uma dada sequéncia de interesse[42, 46, 48]].

utilizado para fazer os Ialinhamentosl no lpipelinel desenvolvido neste trabalho.
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5 Montagem de sequéncias

5.1 Definicao

A [montagem| de sequéncias refere-se ao [alinhamento| e fusdo de fragmentos (os fragmentos
fundidos denominam-se vindos de uma molécula de [DNA| maior para poder reconstruir

a sequéncia original. Isto é necessdrio pois a tecnologia atual de [sequenciamento| de DNA nao

consegue lidar com [cromossomos| inteiros, mas apenas com pequenos fragmentos (chamados de
reads) de tamanho entre 20 e 1000 jpares de bases| [1]. A |montagem|de um [genomal é andloga

ao processo de picotar vérias copias idénticas de um livro (cujas palavras e a ordem entre elas

sejam completamente desconhecidas) e tentar reconstruir uma das cépias desse livro a partir dos
fragmentos[44].

No problema bioldgico, sabemos o tamanho da sequéncia a ser montada (a sequéncia alvo) com
uma margem de erro de aproximadamente 10%, além da sequéncia de e dos terminais (5’ e
3) de cada fragmento. O que ndo sabemos € a posicdo e a orientagdo (5 — 3’ ou 3’ — 5') dos
fragmentos na sequéncia alvo m[43].

Como exemplﬂ do “caso ideal’@ suponhamos que a sequéncia alvo tenha aproximadamente

10 e que a entrada seja dada pelos seguintes fragmentos:

5’ ACCGT 3’
5’ CGTGC 3’
5" TTAC 37
57 TACCGT 3’

Um modo possivel de monté-los € através da[sequencia de consenso|de um alinhamento mul-

tiplo (envolve mais de duas sequéncias) semiglobal (ignora lacunas terminais), como o mostrado a

seguir:

5" ——-ACCGT-- 3’
5" ———=CGTGC 3’
5" TTAC————- 37
57 —-TACCGT-- 3’
5’ TTACCGTGC 3’

2gobre estrutura do DNA, veja a secio
2lretirado de [43].
220 caso real possui vdrias complicagdes, descritas em
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Os espacos terminais sdo ignorados pois supostamente representam partes da molécula ndo
cobertos por cada fragmento, sendo que as unicas informagdes que guiam a (além do
tamanho da sequéncia alvo) sdo as sobreposicdes (overlaps) entre o (parte inicial) de um
fragmento e o (parte final) de outro (quanto maior for a sobreposi¢do entre um par de frag-
mentos, maior serd a probabilidade de que tenham vindo da mesma regido da sequéncia alvo). O
lalinhamento| miiltiplo formado pelos fragmentos é chamado de layout, enquanto a sequéncia abaixo
da linha horizontal é o[consensol[™| [43]).

A sequéncia de consenso|€ a aproximacao resultante da sequéncia alvo, e € obtida por “maioria

de votos” (isto €, cada|base|do|consenso|é a que aparece o maior niimero de vezes na coluna corres-

pondente do layout). Neste exemplo “ideal”, todas as colunas sdo uninimes (aparece apenas uma

em cada coluna), o [consenso| possui um nimero de |bases| (9) préximo ao nimero conhecido
(10) e cada fragmento € uma [substring|do [consenso, Isso dificilmente ocorre na prética, devido a

uma série de complicagdes[43]].

5.2 Complicacoes tecnoldgicas
5.2.1 Erros

Os tipos mais simples de erros ocorrem no processo de (chamados de erros de
base call), e consistem de substitui¢des, insercoes e remogdes de nos fragmentos[43]]. A taxa
desse tipo de erro varia de 0 a 5%, sendo que eles se concentram na extremidade 3’ do fragmento
(devido a fendmenos como phasing e pre-phasing)[43,152]]. No caso do sequenciador Roche/454,
os erros ocorrem principalmente na limiarizacao do sinal (feita para determinar quantas bases foram

incorporadas em cada ciclo de sequenciamentoﬂ [52].

Prephasing

Figura 25: Phasing e pre-phasing. O phasing ocorre quando uma das fitas de um bead nio incor-
pora uma [base]em um dos ciclos de [sequenciamentole fica “atrasada” em relac@o as outras fitas do
mesmo bead. O pre-phasing ocorre quando uma das fitas incorpora muitas num mesmo ciclo
e fica “adiantada” em relagdo as outras fitas do mesmo bead. Tais fendmenos sao comuns a todas

as tecnologias de [sequenciamento| baseadas em famplificagdo] Fonte: [S5].

Bpor isso, essa abordagem é conhecida como overlap-layout-consensus (OLC) [53}[54].
2450bre 0 assunto, veja a secio (principalmente a figura 23)).
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Como mostrado pelos exemplos a seguir, a obtencao do consenso correto (na presenga de erros)
ainda é possivel via “maioria de votos” e introducido de espacos (—) no alinhamento, mas isso

requer programas preparados para lidar com a situacdo (o que normalmente envolve algoritmos
menos eficientes) [43]].

Sequéncia original: Entrada: Resposta:

5’ TTACCGTGC 3" 5’ ACCGT 3’ 5’ —--ACCGT-- 3’
5’ CGTGC 3" 5’ —-——-CGTIGC 3’
5" TTAC 37 5" TTAC————-— 37

5’ TGCCGT 3" 5" —-TGCCGT-- 3’
5’ TTACCGTGC 3’

Tabela 1: Nesse caso, o erro foi uma substitui¢io de um A por um G (em vermelho) na segunda
posicao do ultimo fragmento. Fonte: [43]].

Sequéncia original: Entrada: Resposta:

5’ TTACCGTGC 3’ 5’ ACCGT 3" 5’ —--ACC-GT—-- 3’
5" CAGTGC 3’ 5" ———-CAGTGC 3’
5" TTAC 37 5" TTAC-—————- 37

5’ TACCGT 3’ 5’ —-TACC-GT-- 3’
5’ TTACC-GTGC 3’

Tabela 2: Nesse caso, o erro foi uma inser¢do de um A (em vermelho) na segunda posicao do

segundo fragmento. Retirando o espagco “~” do consenso, obtemos a sequéncia correta. Fonte:
[43].
Sequéncia original: Entrada: Resposta:
57 TTACCGTGC 3" 5" ACCGT 3" 5’ ——-ACCGT—- 3’
5’ CGTGC 3" 5’ —-——-CGTGC 3’
5 TTAC 3" 5’ TTAC————- 37

5’ TACGT 3" 5’ -TAC-GT-- 3’
5" TTACCGTGC 3’

Tabela 3: Nesse caso, o erro foi uma remocao da terceira base (C) do ultimo fragmento, que estava
entre as bases A e C (em vermelho). Fonte: [43]].

Além dos erros de base call, outros fatores que podem atrapalhar a montagem sdo a presenga

de fragmentos quiméricos (quimeras|) ou [contamina¢ao| por fragmentos de DNA do ou do
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hospedeiro, que precisam ser reconhecidos e removidos antes da [montagemf>l Os fragmentos
quiméricos surgem a partir de dois fragmentos corretos de partes distintas da molécula, que se unem

para formar um tnico fragmento. A contaminagao ocorre quando a purificagdo dos fragmentos de

DNA de interesse (insertos)) ndo ¢é perfeita e, com isso, parte do (por exemplo, um [BAC)
também & sequenciadaE‘[43]. O exemplo a seguir mostra a presenca de um fragmento quimérico:

Sequéncia original: Entrada: Resposta:

5’ TTACCGTGC 3’ 5’ ACCGT 3’ 5’ —--ACCGT-- 3’
5’ CGTGC 3’ 5" ———-CGTGC 3’
5" TTAC 37 5" TTAC————- 37

5’7 TACCGT 3" 5’ —-TACCGT-- 3’
5’ TTATGC 3" 5’ TTACCGTIGC 3’

5/ TTA-—-TGC 3’

Tabela 4: Nesse caso, o tltimo fragmento € quimérico, com diferentes regides da molécula original
indicadas por cores diferentes (azul e vermelho). O consenso correto € obtido pois a quimera nao foi
utilizada na montagem. Na ultima coluna, um alinhamento entre a quimera e o consenso evidencia
as diferentes origens da quimera. Fonte: [43].

5.2.2 Orientacao desconhecida

Cada um dos fragmentos pode vir de qualquer uma das fitas da molécula de DNA, e geralmente
nio sabemos de qual fita cada fragmento veio (apenas sabemos que os estdo na orientagcdao
5 — 3'). Isso cria uma explosdo combinatdria, pois se temos n fragmentos entdo existem 2"
(pois cada fragmento pode ser usado na sua versdo original ou como o complemento revers
configuracdes de orientacgdes, sendo que apenas 2 sdo corretas (uma configuracdo para uma das
fitas e a outra para a fita complementar). Tentar todas as possibilidades ndo € o método utilizado
por programas de montagem, mas isso permite entender melhor a complexidade adicional devido

as orientagdes[43]].

2310 caso da contaminagio, isso é feito comparando as sequéncias do fragmento com as sequéncias - ja conhecidas

- do vetor ou do hospedeiro[43]].
%50bre veja a se¢do @ (principalmente a figura .

?Tse temos um fragmento de uma das fitas, para obter o fragmento correspondente i fita complementar devemos
complementd-lo e depois inverté-lo (para obedecer o padrio de escrevé-lo na orientagéo 5" — 3').
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Sequéncia original (ambas as fitas): Entrada: Saida:

5’ CACGTAGTAC 3’ 57 CACGT 3" — 5" CACGT-—-——- 37
3’7 GTGCATCATG 5 5’ ACGT 37— 5" —-ACGT-———- 37
5" ACTACG 37 < 5" ——CGTAGT-- 37
5" GTACT 37 < 5" ————- AGTAC 37

5’ CACGTAGTAC 37

Tabela 5: Exemplo de montagem com orientagdes desconhecidas. Na entrada, as cores indicam
a origem dos fragmentos na sequéncia original. Na saida, a seta para a direita (—) indica que o
fragmento foi utilizado na sua versao original, enquanto a seta para a esquerda (<—) indica que foi
usado o complemento reverso. Fonte: [43]].

5.2.3 Repeticoes

Regides repetitivas (ou repeticdes) sdo sequéncias que aparecem duas ou mais vezes na mo-
lécula alvo. Os tipos de repeticdo que mais dificultam a montagem sdo as repeti¢cdes longas (ndo
totalmente contidas em um tnico fragmento), sendo que os problemas ocorrem mesmo que as c6-
piasFE] da repeticdo ndo sejam idénticas (pois pequenas diferencas entre duas regides podem ser
interpretadas pelo montador como erros de base call) [43]. Tais problemas ocorrem pois a existén-
cia de repeti¢cdes pode invalidar a hipdtese de que fragmentos com sobreposicao entre si vieram da

mesma regido gendmica, como mostra a figura a seguir:

A
A 3 M-
T M —— implica ou
B A B
e e— —

(1)

(ii)

Figura 26: Sobreposi¢do verdadeira (i) e devido a repeticdes (ii). O objetivo principal é tentar
achar (de forma conservadora) as sobreposi¢cdes verdadeiras e evitar as que sdao devido a repeti¢des,
especialmente no inicio da montagem. Fonte: modificado de [S6].

Se um fragmento estiver totalmente contido em uma repeti¢do, ele pode (no layout) fazer parte
de qualquer uma das cépias da repeti¢do, o que € especialmente problematico no caso em que as
cOpias da repeticdo ndo sdo exatamente iguais (pois o consenso serd enfraquecido se esse tipo de
fragmento for posicionado na cépia errada). Além disso, as repeti¢des podem ser posicionadas de

modo a tornar a montagem um processo ambiguo (isto €, dois ou mais layouts sdo compativeis

Znesta secdo o termo “cépia” é melhor entendido como uma “versdo” (sendo que as versdes sdo semelhantes entre

si), € ndo como uma “reproduc¢do idéntica”.
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com o conjunto de fragmentos e com o tamanho aproximado da sequéncia alvoff][43]. Exemplos

de montagens incorretas geradas pela presenca de repeti¢cdes sdo apresentados a seguir.

Figura 27: Colapso de repeticdes seguidas (em tandem). As regides em azul, vermelho e verde sdao
trés copias de uma mesma repeti¢cao. A sequéncia superior € a sequéncia alvo, e as inferiores repre-
sentam um layout incorreto de montagem (em que apenas uma cOpia da repeticao seré representada
no consenso). Fonte: [57]].

[ AL /A

C

111
/. a,/ —/d
1T

b\

Figura 28: Excisdo de regides flanqueadas por repeti¢des. As regides em azul e verde sdo duas co-
pias de uma mesma repeticao. A sequéncia superior € a sequéncia alvo, e as inferiores representam
um layout incorreto de montagem (em que a regido Il ndo aparece entre as regides I e III). Fonte:
[S71.

I I 11 v
N/ b/ o & & i/

I S 1 1\

Figura 29: Rearranjo de regides flanqueadas por repeticdes. As regides em azul, vermelho e verde
sdo trés copias de uma mesma repeticdo. A sequéncia superior € a sequéncia alvo, e as inferiores
representam um layout incorreto de montagem (em que as regides I, II, III e IV nao aparecem na
ordem correta). Fonte: [57]].

Pvejaa ﬁgurapara um exemplo desse tipo.
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Até aqui, foram discutidos os erros causados por repeti¢des diretas (quando cépias da repeticao
estdo na mesma fita de DNA), mas repeti¢Oes invertidas (quando copias da repeti¢do estdo em fitas
diferentes de DNA) também causam erros. A propensao a erros € ainda maior no segundo caso,
pois apenas duas cépias de uma repeti¢do invertida podem gerar ambiguidade na montagem, como
mostra a figura a seguir: [43] 58].

(a) Montagem correta (b) Montagem incorreta
A Ry B R C A R B’ Ry C
L A <@ > SEE< @l >

Figura 30: Inversao causada por repeticdes invertidas. As repeti¢Oes invertidas R; e R, podem gerar
tanto as montagens em (a) (correta, em que B aparece entre R; e Ry) quanto em (b) (incorreta, em
que o fragmento B invertido - denominado B’ - aparece entre R; e Ry). Fonte: [58].

5.2.4 Falta de cobertura

A de uma posi¢do do genoma € o nimero de fragmentos que contém essa posi¢io.
Como ndo sabemos quais sdo as posi¢des dos fragmentos na sequéncia alvo, costuma-se considerar
a cobertura média, dada por (N x T)/G (G é o tamanho do N € o nimero de e
T é o tamanho médio dos [reads)). Se a cobertura for nula para uma ou mais regides do genoma

(ditas [lacunas (gaps))), entdo ndo é possivel formar uma dnica [sequencia de consenso| para toda

a molécula, e sim uma para cada regido contigua que foi possivel reconstruir a partir dos [reads|
(contig)) [43].

Multiplas copias de um genoma

Reads
T T T T
T [ e | T
T
[ e [ | [
T
Cobertura alta Lacuna Cobertura baixa
(gap)
Sequéncias de consenso
= T
contig contig singlet

Figura 31: Cobertura do genoma e o processo de montagem. Regides do genoma que possuem
muita, pouca ou nenhuma sobreposi¢do com 0s sdo ditas regides de cobertura alta, cobertura
baixa ou respectivamente. Fragmentos que possuam sobreposi¢do com outros for-
mam os enquanto fragmentos sem sobreposi¢ido com outros formam os Fonte:
modificado de [59].



A falta de cobertura ocorre pois a amostragem dos fragmentos € um processo aleatério. Quanto
maior for a cobertura, menores serdo as[lacunas (gaps)|obtidas e melhor serd a estimativa da sequén-
cia alvo a partir do consenso (ja que o consenso € obtido via “maioria de votos”). Para tanto,
recomenda-se amostrar fragmentos para obter obter uma cobertura minima de 8)@ (ou seja, cada

posicdo do genoma aparece 8 vezes no conjunto de fragmentos, em média)[43].

5.3 Modelagem

Com a hipétese de que cada fragmento obtido deve fazer parte (ou seja, ser uma da
sequéncia alvo e utilizando a Lei da Parsiménia@ o problema da montagem de sequéncias passou
a ser modelado pelo problema da comum mais curta (shortest common superstring,
abreviada por SCS)[61]], definido formalmente (na sua versao de a seguir[[62-64]:

e instincia: um alfabeto finito ¥ ( = {A,T,C,G}) e um conjunto finito de [strings| F Y7

e solugdo vidvel: umastringlw € X* tal que cadalstringlx € F seja umalsubstring|de w (i.e.,

Vo € F,Jwy,wy € X* 1 w = worwy);

e objetivo: minimizar o tamanho de w (Jw|).

Em outras palavras, a solucdo do problema € uma sequéncia w de menor tamanho possivel tal
que todos os fragmentos (pertencentes ao conjunto F) sejam [substrings|de w. [43] 161} [65].

5.4 Complicacoes tedricas

A modelagem anterior do problema da montagem possui varias limita¢des. Ela supde que nao
ha fragmentos quiméricos, contaminados ou com erros; € que a orientagdo de cada fragmento é
conhecida (o que raramente ocorre na pratica). Mesmo que essas suposicoes fossem verdadeiras,
essa modelagem ainda seria problemadtica na presenca de como mostrado na figura a
seguir. Apesar disso, as técnicas usadas para resolver o problema da[superstringlcomum mais curta
possuem aplicacdes em outros modelos do problema da montagem, além do problema em questio

ter importancia tedrica[43, 61]].

301¢-se “oito vezes”.

3lou Navalha de Occam, principio segundo o qual a hipétese preferivel para qualquer fendmeno é a que possuir o
menor nimero de suposicdes[60].

3231* ¢ o conjunto de todas as que podem ser formadas usando as letras do alfabeto X..
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X X X X

Figura 32: Problemas causados por repeticoes na modelagem Viacomum mais curta. A
sequéncia alvo (figura a) possui duas copias de uma repeti¢do longa (X), sendo que os fragmentos
tracejados (em azul) estdo totalmente contidos na segunda cépia da repeticdo. Na
comum mais curta (figura b), os fragmentos totalmente contidos em repeticdes seriam colapsados
para uma Unica cépia da repeticao, fazendo com que as outras cOpias ficassem mais curtas (X’) ou
inexistentes. Fonte: [65]].

Além das dificuldades decorrentes das diferencas entre o problema real e o model 0 proprio
modelo possui limitagdes intrinsecas, pois o problema da comum mais curta é NP-
dificil (ou seja, ndo existem algoritmos “eficientes | para resolvé-lo, a menos que [P = NP) [43}[65-
67].

Logo, como ndo se espera que existam algoritmos exatos (isto €, que encontrem a [superstring|
comum mais curta) “eficientes” para o problema, isso motiva o desenvolvimento de algoritmos de
aproximacdo. Sejam A um algoritmo, / uma instancia do problema (dada pelo conjunto F des-
crito na modelagem, que possui os fragmentos), A(I) a solugdo devolvida por A (uma [supersiring]
comum a todos os fragmentos de R), (/) o tamanho da instincia (dada pela soma dos comprimen-
tos dos fragmentos), val(A(I)) o valor da solugdo devolvida (que corresponde ao comprimento da
comum encontrada por A) e opt(I) o valor da solugio 6tima (dada pelo comprimento
da comum mais curta). Dizemos que A é uma a-aproxima¢do para um problema de
minimizagad™| (como o da[superstringl comum mais curta) se, para toda instancia I, o consumo de
tempo de A for [polinomialem (I) e se val(A(I)) < « opt(I). O fator o é um nimero que pode

depender de I, chamado de razdo de aproximacdo [68]].

Outra dificuldade do problema € que ele é APX-completo [62-64, |69]], o que significa que
ele esti em APX (o conjunto de problemas de otimizagdo que possui uma razdo de aproximagao
constante@ e ¢ APX-dificil (ndo possui um esquema de aproximagdo em tempo a
menos que [P = NP). Isso € considerada uma ma noticia, ja que um esquema de aproximacdo em
tempo polinomial (PTAS, do inglés polynomial-time approximation scheme) € o tipo mais util de

algoritmo de aproximacao[70].

Bcitando George E. P. Box: “essencialmente, todos os modelos estdo errados, mas alguns sao uteis”.

34isto é, com consumo de tempo no tamanho da entrada, que € a soma dos tamanhos dos fragmentos.
Fnesse caso, o > 1 (o algoritmo € exato se o = 1).

3ou seja, a razdo de aproximacio independe de I.
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Para problemas de minimizagdo, um |esquema de aproximacao em tempo polinomial (PTAS)|

¢ um algoritmo A, (onde ¢ > 0 é um parametro fornecido como entrada) que é uma (1 + ¢)-
aproximacgdo para cada € > 0[71, [72]. Em outras palavras, um devolve uma solugdo tao

préxima quanto se queira da solug¢do 6tima (quanto menor for €, melhor a solugdo), consumindo

tempo em () (mas ndo necessariamente em 1/¢) [71}[72]].

Um algoritmo guloso simples forma a base dos melhores algoritmos de aproximacao atuais para
o problema: ele repetidamente une duas |strings| com sobreposicdo maxima até que reste apenas

uma. Esse algoritmo € mostrado a seguir [43] [73]]:

Algoritmo: O algoritmo guloso

Entrada: um conjunto  de n que é livre de » i.e., ndo existem duas
distintas a e b em F tais que a é de b
Saida: uma do conjunto F

1: funcdo GULOSO(F)
2: enquanto |F| > 1 faca
3: escolha a,b € F tais que a # b e o comprimento de (a,b) seja maximo  » (a,b)

denota o maior [sufixo/de a que também € um [prefixo|de b

4: ¢ + CONCATENA(a, b — (a,b))  » c é a[stringlobtida pela concatenagdo de a com o
maior de b que ndo faz parte de (a, b); note que c é a comum mais curta de
aeb

5: F — (Fu{c}H) \{a,b} w»removaaebdeF einsiracemF

: fim enquanto

7: devolva f € 7  » nesse ponto F possui apenas um elemento, que é uma [superstring|de
F pois a linha 4] garante que sempre obtemos uma [superstring|das [stzrings unidas

8: fim funcao

Até agora a melhor razdo de aproximagdo provada para esse algoritmo € de 3,5 [[74, [75], mas
existe uma conjectura de que o algoritmo € uma 2-aproximacao[69, [/6]. O caso que motiva essa
conjectura (supostamente o pior caso do algoritmo) ocorre para F = {c(ab)*, (ba)*, (ab)kc}, para
0 qual a resposta do algoritmo seria c(ab)*c(ba)* (de tamanho 4k + 2), sendo que a
comum mais curta de F é c(ab)*c (de tamanho 2k + 4)[69, [75]]. Observe que 4k + 2 é quase o
dobro de 2k + 4 para k suficientemente grand o que leva a conjectura.

Além disso, o melhor algoritmo de aproximacdo para o problema até o momento (segundo

[73H75077]) é uma 2,5-aproximacdo desenvolvida por Z. Sweedyk][78].

k+2 . k@443 4

Yformalmente, lim ——— =
ormalmente, 1513 = M o 8 < 2
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6 Implementacao

A parte pritica desse trabalho consistiu na implementacio de trés em Perl: um para
o [mascaramento|das sequéncias, um para a montagem)|de regides génicas e outro para a validagcao

das montagens obtidas. Nesta se¢do serdo descritos os principais passos de cada um.

6.1 O pipeline de mascaramento

Olpipeline|de mascaramento| (arquivo pipeline_mascaramento.pl) foi construido utili-

zando o EGene[79], e consiste das seguintes etapas:

1. selegdo de todos os arquivos em formato[FASTA| (identificados pela terminagdo . fasta) do

diretdrio atual (cada arquivo [FASTA| possui os de um tnico BAC);

2. para cada arquivo[FASTA|selecionado, sdo executados os seguintes passos dentro dopipeline]
rodado pelo EGene:

(a) das sequéncias do arquivo usando o programa cross_match[80, 81]
e o banco de sequéncias contaminantes UniVec[82];

(b) [mascaramento|das sequéncias obtidas no passo anterior, usando o programa cross_match
e a sequéncia do pBeloBAC11[83]] como banco de sequéncias contaminante

(c) eliminacdo das bases| contaminantes (identificadas anteriormente) que estejam nos ter-

minais dos|reads|(processo conhecido comoltrimming)), usando o componente t rimming.pl
do EGene;

(d) armazenamento das sequéncias resultantes do passo anterior num arquivo [FASTA|com

aextensao . fasta.masked;

6.2 O pipeline de montagem

Ap6s omascaramentol as sequéncias obtidas podem ser utilizadas para ajmontagem| Obrigato-
riamente, o |pipeline|(arquivo pipeline_montagem.pl) recebe os seguintes parﬁmetro

e um arquivo com o0s a serem montados;

38pois essa é a sequéncia do vetor presente no conjunto de dados que foi analisado.
$os principais parAmetros opcionais serdo mencionados durante a explicaciio das etapas do |pipeline
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e um arquivo[FASTA|com as sequéncias oriundas de regides génicas (chamadas genericamente

de sequéncias de consulta ou queries, daqui em diante), que podem ser [proteinas| [ESTs| ou

completos (“full length”).

Por padrdo, a saida (que consiste no conjunto de [contigs| que supostamente contém as regides
génicas que originaram as sequéncias de consulta fornecidas) estd em

output_pipeline/output_genseed/final_contigs.fasta. O objetivo de tentar

fazer a |montagem)| a partir das regides gé€nicas estd em tentar evitar a [montagem| de [repeticoes| (ja

que a |montagem| comecga a partir de um ponto que sabemos{ﬂ estar presente), e assim evitar os
problemas descritos na se¢ao[5.2.3]

O fluxo de execugdo do pipeline esta dividido nas seguintes etapas:

6.2.1 Leitura dos parametros

Nessa etapa ocorre a obtengdo dos parimetros passados aopipeline] dentro da fun¢do le_parametros ().

6.2.2 Leitura dos arquivos com os reads e com as sequéncias de consulta

Nessa etapa os arquivos com 0S e com as sequéncias de consulta sdo lidos pela funcdo
popula_hash (), responsdvel por indexar os arquivos[FASTA|usando hashes da linguagem Perl.
As chaves dos hashes sdo os identificadores das sequéncias (presentes nos cabecalhos dos arqui-
vos [FASTA)), enquanto os valores sdo as posi¢des do arquivo em que as sequéncias comecam. Tal
abordagem consegue economizar memoria (pois ndo sdo as proprias sequéncias que sao armazena-

das como valores dos hashes) sem perder tanta eficiéncia no acesso, o que permite lidar com uma
grande quantidade de

6.2.3 Divisao do arquivo com os reads

Nessa etapa (efetuada pela fun¢do divide_arquivo_com_os_reads ()) o arquivo com
0s ¢ dividido igualmente em n outros arquivos, sendo n um parametro opcional (o valor padrdao
€ n = 1) que indica qual o numero de nucleos de processamento (cores) que serdo utilizados. O
objetivo desta etapa € fazer balanceamento de carga (dividir a carga de total de processamento entre
os cores)[84], o que permite obter melhor desempenho na paralelizagdo do alinhamento (que sera
feita na etapa seguinte). O arquivo com as sequéncias de consulta também poderia ser dividido,
mas optou-se por dividir o arquivo com os pois o nimero de € tipicamente maior que o

nimero de sequéncias de consulta.

“0ou no minimo esperamos
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6.2.4 Alinhamento das sequéncias de consulta nos reads

Nessa etapa (efetuada pela fungcdo roda_e_processa_saida_blat ()) as sequéncias de
consulta sdo alinhadas em cada um dos conjuntos de definidos anteriormente, de forma para-
lela (usando as funcdes fork () e exec () dalinguagem Perl). O programa usado para fazer os
alinhamentos ¢ o BLAT[31]], que faz alinhamentos locaiﬂ de forma heurl’sticﬂ

Em seguida, apenas os alinhamentos que obedecem certos critérios sao analisados para deter-
minar quais foram as sequéncias de consulta que melhor se alinharam (quanto maior a pontuagao,
melhor o alinhamento@ com cada um dos |reads| Tais critérios sao os seguintes:

e aidentidade do alinhamento deve ser maior ou igual a um minimo pré—determinadﬂ
e pelo menos uma das seguintes condi¢gdes deve ser satisfeita:

— acobertura da sequéncia de consulta deve ser maior ou igual a um minimo pré—determinadﬂ
— a cobertura do deve ser maior ou igual a um minimo pré-determinadof}

— se uma das sequéncias ndo pdde ser “totalmente” alinhada na outra, entdo a regido do

que estéd na borda do alinhamento deve possuir um [sitio de splicd™}; essa detec¢io

¢ feita pela funcdo possui_splice_site_bordas ()m

As estruturas construidas permitem obter as seguintes informacdes (que serdo utilizadas pelas

funcdes posteriores):

e dada um sequéncia de consulta, é possivel descobrir quais os que se alinharam com ela

de modo a satisfazer os critérios anteriores (pelo hash $reads_mapeados_para);

e quais foram os que conseguiram se alinhar com alguma sequéncia de consulta satisfa-

zendo os critérios anteriores (pelo vetor @nomes_reads_mapeados);

6.2.5 Selecao das sequéncias de consulta correspondentes a reads

Nessa etapa (efetuada pela fungdo gera_arquivo_queries_selecionadas () ), as sequén-

cias de consulta para as quais foram mapeadas|reads|(que sdo as chaves do hash $reads_mapeados_para)

#Ino caso de [eucariontes| é necessario considerar alinhamentos locais, pois as sequéncias de consulta nio irdo se

alinhar de modo continuo nos devido a existéncia de [introns

“250bre alinhamentos heuristicos, veja a secio

“3sobre pontuacio de um alinhamento, veja a secao .

#esse valor minimo é um parimetro opcional do |pipelinel cujo valor padrio é 90% .
#identificado através das[sequéncias de consenso|dos|sitios de splice} que sdo GT no terminal 5’ do fintron|e AG no

terminal 3’ do 85].

*6implementagao baseada no programa blat2hints.pl[86].
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s30 escritas num arquivo (cujo nome termina com .selecionadas) para que possam

ser examinadas posteriormente (embora esse arquivo néo seja utilizado nas etapas seguintes do pi-|

Ipeline|de jmontagem)). Com isso, as sequéncias de consulta selecionadas podem ser utilizadas para

lalinhamento| nos |contigs| gerados pelo pipeline| de montagem| o que permite verificar o quanto os
conseguiram reconstruir de cada regido génica (isso é feito pelo de validag@o).

6.2.6 Selecao dos reads correspondentes a sequéncias de consulta

Nessa etapa (efetuada pela funcdo gera_arquivos_sementes_nao_montadas ()), é
gerado um arquivo para cada conjunto de (chamado de “dataset” no cédigo-fonte)

que foram mapeados para uma mesma sequéncia de consulta. Idealmente, cada um desses conjun-

tos ird constituir uma “semente” (ainda ndo montada) daultima etapal do pipeline,

6.2.7 Selecao dos reads nao mapeados durante o alinhamento

Nessa etapa (efetuada pela fun¢do gera_arquivo_reads_nao_mapeados () ), € gerado

um arquivo que contém todos os que ndo foram mapeados para alguma sequéncia
de consulta. Esse arquivo constitui o “banco de sequéncias” que serd usado na [ultima etapal do

pipelind

6.2.8 Montagem inicial das regioes génicas

Nessa etapa (efetuada pela funcdo roda_montador () ), cada um dos conjuntos de
mapeados para a mesma sequéncia de consulta (gerados em € montado separadamente (de
forma paralela, assim como os alinhamentos descrito em [6.2.4) utilizando um dos seguintes mon-
tadores: Phrap[80], MIRA[87] ou Newbler[88 Cada um dos que forem montados sera

efetivamente uma “semente” da[dltima etapal do [pipeline

6.2.9 Extensao final das regioes génicas

Nessa etapa (efetuada pela funcdo roda_genseed () ), € utilizado o programa GenSeed[89]
com as “‘sementes” obtidas em[6.2.8]e o banco obtido em[6.2.7]

O GenSeed € baseado na selecdo iterativa e jmontagem| de sequéncias que tenham sobreposi-
¢do com uma sequéncia inicial, chamada de “sequéncia semente”. O software faz uma busca de

similaridade da sequéncia semente num banco de (nd3o montados) e seleciona quais podem

470 padrio é usar o Newbler, que é feito com o propésito de montar oriundos do Roche/454.
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estender os terminais da semente. Os selecionados sdo entdo montados junto com a semente,

resultando numa [sequéncia de consenso| maior. O processo entdo recomega usando esse [consenso)
COmo nova semente € 0s ainda ndo utilizados para a [montagem| como novo banco, até que
ndo seja possivel continuar a extensao da(s) semente(sﬂ[89].

6.3 O pipeline de validacao

Ap6s ajmontageml os [contigs| gerados pelo |pipeline|de montagem| podem ser comparados com

as sequéncias correta@ (os “lcontigs|confidveis”, para verificar se ajmontagem|ndo gerou|quimeras)

e também com algum outro conjunto de ‘{contigs|de comparagdo” (gerados por algum outro método

de |montagem| para verificar se os |contigs| do |pipeline| possuem algum diferencial em relacdo ao

outro método). Obrigatoriamente, o (arquivo pipeline_validacao.pl) recebe os

seguintes parametros:

e um arquivo|[FASTA|com os ‘ de interesse’ﬂ (no caso, os gerados pelo
de [montagen):

e um arquivo com as sequéncias de consulta (queries) usadas para montar os [contigs
que desejam ser analisadoﬂ;

e um arquivo com os ‘{contigs| confidveis” (sequéncias montadas de forma suposta-
mente correta, que serdo usadas para verificar a qualidade das montagens);

e um arquivo com os ‘{contigs|de compara¢do” (montados por algum outro método);

A saida principal do ¢ uma tabela em formato TSV (Tab-separated values)[90], que
pode ser visualizada em qualquer editor de planilhaﬂ Também € gerado um histograma (em
formato PNG[91]]) dos tamanhos dos que desejam ser analisados.

Cada linha da tabela € referente a um par de |contigs| (um |contig|de interesse e outro de compa-

racdo) que melhor se alinharam um no outro. As colunas (na mesma ordem em que aparecem na

tabela) estdao descritas a seguiﬂ

e colunas que indicam qual o par de analisado em cada linha da tabela:

*ou até que seja ultrapassado um nimero pré-determinado de iteracdes.

“ou, melhor dizendo, com sequéncias que se pensam estar corretas, caso estejam disponiveis.
Nque sio osque se deseja analisar.

Slesse é o arquivo gerado em|6.2.5

basta indicar ao editor de planilhas que o separador entre os campos é uma tabulacio (\t).
>3assim como no |pipeline|{de montagem| todos os|alinhamentos| sdo feitos usando o BLAT[I].
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contigName nome (identificador do arquivo |[FASTA)) do [contig|de interesse.

compName nome (identificador do arquivo [FASTA)) do [contiglde comparagio.

colunas referentes ao [alinhamento|das sequéncias de consulta nos |contigs|de interesse:

pipe_queryName nome (identificador do arquivo da sequéncia de consulta.
pipe_queryStart posi¢do do inicio do alinhamento na sequéncia de consulta.
pipe_queryEnd posicdo do fim do alinhamento na sequéncia de consulta.
pipe_querySize tamanho da sequéncia de consulta.

pipe_contigStart posicdo do inicio do alinhamento no contig de interesse.
pipe_contigEnd posi¢do do fim do alinhamento no contig de interesse.
pipe_contigSize tamanho do de interesse.

pipe_5_size tamanho da regido do de interesse que estd a 5’ do inicio da sequéncia de
consulta ]

pipe_3_size tamanho da regido do de interesse que estd a 3’ do fim da sequéncia de
consulta®]

pipe_cobertura_query cobertura da sequéncia de consulta no alinhamentﬂ

pipe_id_query identidade do alinhamentﬂ
colunas referentes ao alinhamento dos de interesse nos confidveis:

pipe_cobertura_contig_no_correto cobertura do|contig|de interesse no alinhamento.

pipe_id_contig_no_correto identidade do alinhamento.
colunas referentes ao alinhamento das sequéncias de consulta nos |contigs|de comparagao:

comp_queryName nome (identificador do arquivo da sequéncia de consulta.
comp_queryStart posicao do inicio do alinhamento na sequéncia de consulta.
comp_queryEnd posicdo do fim do alinhamento na sequéncia de consulta.
comp_querySize tamanho da sequéncia de consulta.

comp_contigStart posicdo do inicio do alinhamento no contig de comparacao.

comp_contigEnd posicao do fim do alinhamento no contig de comparagao.

S*yalor igual a -1 indica que o inicio da sequéncia de consulta nio foi mapeado no|contig
contig

Svalor igual a -1 indica que o fim da sequéncia de consulta nio foi mapeado no

56

numero no intervalo [0;1].
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comp_contigSize tamanho do de comparac@o.

comp_5_size tamanho da regido do de comparagdo que estd a 5’ do inicio da sequén-
cia de consultaF4

comp_3_size tamanho da regido do de comparag@o que estd a 3’ do fim da sequéncia
de consulta®]

comp_cobertura_query cobertura da sequéncia de consulta no alinhamento@

comp_id_query identidade do alinhamentﬂ
e colunas referentes ao alinhamento dos contigs|de comparacao nos |contigs| confidveis:

comp_cobertura_comp_no_correto cobertura do de comparacdo no alinhamento.

comp_id_comp_no_correto identidade do alinhamento.
e colunas referentes ao alinhamento dos de interesse nos de comparagao:

pipecomp_cobertura_contig_no_comp cobertura do |contig|de interesse no alinhamento.

pipecomp_id_contig_no_comp identidade do alinhamento.

7 Resultados

Os trés descritos anteriormente foram usados em [reads|de 6 BACs’|do |cultivar) R570
de cana-de-agtcar (hibrido entre S. officinarum e S. spontaneum). As sequéncias completas dos

sertos|dos [BACs| (supostamente corretas) ja estavam disponiveis, o que permitiu avaliar a qualidade
dos montados pelo [pipeline] de [montagem|

Foram usadas como sequéncias de consulta as proteinas de sorgo (S. bicolor) disponiveis em

[92], pois sorgo € a planta de cultivo mais préxima evolutivamente da cana-de-agucar (estima-se

que a divergéncia evolutiva entre ambas tenha ocorrido hd 5 milhdes de anos)[93].

Como de comparacéo, foram usados os resultantes da [montagem| dos [reads|
(ap6s a fase de utilizando somente o montador Newbler.

Os resultados (tabelas em formato TSV) estdo no arquivo resultados.tar.qgz, sendo que
uma das tabelas (referente ao SHCRBa_218_D04) estd parcialmente reproduzida a seguir ﬁ:

37por abuso de linguagem, daqui em diante serd usado o termo ‘imontagem|de|[BACs]", sendo que o mais apropriado

seria ‘fmontagem|dos [insertos|dos BACY]’ (veja se¢do[3.1.2).
38de forma simplificada, apenas mostrando o essencial para avaliar as montagens resultantes do
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nome do | nome da | tamanho da | tamanho da | identidade | cobertura | identidade
contig | proteina | regido 5’ regido 3’ | na proteina | no BAC no BAC
(pb) (pb)
C P 708 X 0,99 0,95 1
Cy P, 515 X 0,90 1 0,99
Cs P, X X 0,97 0,99 1
Cy P, X 266 0,92 0,98 0,99
Cs Ps 20 X 0,96 1 1
Cs P, 282 X 0,93 0,94 1
C, Ps 740 X 0,96 0,97 0,99
Cs Ps X 855 0,96 0,93 0,99
Cy Pg 940 X 0,94 0,93 0,99
Cio Pg X 605 0,96 1 0,99
Cu P, 618 450 0,96 0,91 0,99

Tabela 6: Resultados das montagens para 0 BAC SHCRBa_218_D04. O simbolo X estd no lugar

do valor *“-1” descrito na se¢do[6.3]

Observa-se que foi possivel estender as regides 5’ das [proteinas| P; a P; e as regides 3’ das

proteinas Ps, P5, Pg e P;. Com isso, € possivel que tais extensdes contenham os [elementos cis-

fregulatorios| dos [genes| de cana-de-acticar que sejam homodlogos| aos [genes| de sorgo em questao,

principalmente o[promotor] (presente na regido 5’ da fita codificante, préximo ao[gene|que ele regula

Po)io4.

Além disso, todos os puderam ser mapeados com alta cobertura e identidade no [BAC]

o que indica que as montagens sdo confidveis.

8 Conclusao

Para os 6 que puderam ser montados e validados:

e aproximadamente 70% das regides génicas puderam ser estendidas em algum sentido (a 5’

do inicio de ou a 3’ do fim da [traduc@o));

e de modo geral, ndo houve ocorréncia de [quimeras| (os |contigs| foram mapeados com apro-

ximadamente 96% de cobertura e 99% de identidade na sequéncia supostamente correta do

BAC)

Pveja a ﬁgura
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Logo, o pipeline poderia ser utilizado como uma forma razoavelmente confidvel (embora li-
mitaddg_ub de montar regides génicas, com alguma chance de conseguir estender amontagem|até a

regido promotora dos [genes| selecionados pelo de montagem.

tais limitacdes decorrem principalmente da presenca de grandes, o que dificultou a unifio dos que
possuiam os de cada [proteinal
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Glossario

aciicar pequeno com uma unidade monomérica de férmula geral (CH,0),,[11].
15150} 51]

adaptador molécula de de fita dupla curta e sintetizada quimicamente (cuja sequéncia €
conhecida), utilizada para ligar os terminais de duas outras moléculas[93]]. 25| 28] 50} [52]

alelo uma das vérias formas alternativas de um Em uma [céluld|[diploide] cada terd dois

alelos, cada um ocupando a mesma posi¢ao (locus) em|cromossomos homdlogos|[11]. [50] [54]

alinhamento em Bioinformdtica, um alinhamento de sequéncias € uma forma de organizar sequén-
cias de DNA] [RNA] ou [proteinal para identificar regides similares que possam ser consequén-
cia de relagdes funcionais, estruturais ou evolutivas entre elas[96]]. [} [LT] 28H33] @#5H47] [50]
56|

aminoacido molécula orgénica que contém tanto um [grupo amino| quanto um |grupo carboxilaj

utilizado na construgéo de [proteinas|[11]. [T7H21] [28] 30} 31 [50 52} [54} F6H60]

amplificaciio ¢ a criacdo de miiltiplas copias de uma molécula de DNA[97]. 33] [50]

anticodon sequéncia de trés em uma molécula de que é complementar ao
de trés em uma molécula de[RNAm[[11]]. 20} [50]

antiparalelo descreve a orientagdo relativa das duas fitas em uma dupla-hélice de [DNA|ou em
duas regides pareadas de uma cadeia polipeptidica; a polaridade de uma fita € orientada na

direcdo oposta da polaridade da outra[11]]. 50|

BAC artificial de bactéria (bacterial artificial chromosome); [vetor de clonagem| que

pode acomodar grandes fragmentos de (de até 1 milhdo de[pares de bases)[11]. 22H24]
B3} 42} B8H50}

base uma substincia que pode reduzir o nimero de prétons (H™) em solugdo, tanto por aceitar
diretamente [fons| H* quanto por liberar fons/H™, os quais se combinam a H* € formam H0.
As purinas (A,G) e pirimidinas (T,C,U) do[DNAJe doRNA]sdo bases organicas nitrogenadas,

e com frequéncia sdo referidas apenas como bases[[11]]. [12] [15] [16} [32] [33] 42} [50} [52] 56} [60]

base calling conversdo de dados “brutos” de um [sequenciador] (tipicamente imagens que captam

sinais de fluorescéncia) nas sequéncias propriamente ditas (reads]) e pontuacdes de qualidade

(uma estimativa do grau de confianga do [sequenciamento)) associadas a cada base[55]. [33]

50, 5T]

BCC Bacharelado em Ciéncia da Computagdo. [T}, [50]
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biblioteca de DNA cole¢do de moléculas de clonadas, representando o inteiro (bi-
blioteca gendmica) ou cépias de DNA complementar a partir do RNAm| produzido

por uma (biblioteca de[DNAC)[11]. [50} [60]

cap 5’ alterado adicionado ao terminal 5" do pré-RNAm|em |eucariontes| para aumentar

a estabilidade do RNA| durante a[tradugaof98]. [18] 50} [60]

carboidrato termo geral para designar [acucares| e compostos relacionados contendo carbono, hi-

drogénio e oxigénio, geralmente com a férmula empirica (CH50),,[11]. @

catalisador ¢ toda e qualquer substincia que acelera uma reacdo quimica sem ser consumida du-
rante o processo[99]. 50| [5T]

catalise ¢ a mudanca de velocidade de uma rea¢do quimica devido a adi¢do de uma substancia

(catalisador) que praticamente ndo se transforma ao final da reacdo[99]. [18] [50] 53]

cauda poli-A longa sequéncia de “A” que € adicionada a extremidade 3’ da molé-

cula de[RNAm| nascente em importante para a e para a estabilidade do
[RNAm|[11, 100]. [T8} [50} [60]

CDS sequéncia codificante (coding sequence); por¢do do ou do de um
composta de que codifica uma [proteinal[101]. [I9] [50|

célula unidade estrutural e funcional basica de todos os organismos vivos conhecidos[102]]. (10}

(13} [T5} [T7} 18} 50+52} 54, [56} [58} [60)

centromero ¢ a regido mais condensada do [cromossomo| (normalmente no meio deste), que man-
tém as [cromatides-irmas| unidas[103]. 1T} [50]

citoplasma ¢ o espaco intracelular entre ajmembrana plasmatical e o envoltério nuclear em seres
leucariontes, enquanto nos corresponde 2 totalidade da 4rea intracelular[[104]].

clone populagdo de individuos idénticos (c€lulas| ou organismos) formada por divisdes repetidas

(assexuadas) a partir de um ancestral comum. Também utilizado como verbo: “clonar um
[gene]’, significando produzir muitas cépias de um[gene|por meio do crescimento de um clone
de|[células|carreadoras (como E. coli), nas quais um gene foi introduzido e das quais ele pode
ser recuperado, por técnicas de DNA recombinante][11]]. [50} [52] [53} [60]

cobertura ¢ o nimero médio de vezes que uma posi¢do qualquer do foi sequenciada.
Pode ser calculada como (N x T') /G, sendo G o tamanho do[genomal N o nimero de|reads|

e T' o tamanho médio dos[reads. Uma cobertura alta no [sequenciamento| shotgun é desejavel,

pois ela diminui erros na e no [base calling][105]]. 23] [38] [50]
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cédon sequéncia de trés [nucleotideos| em uma molécula de DNA| ou RNAm| que representa a
instrucao para a incorporacdo de um j[aminoacido| especifico em uma cadeia polipeptidica

crescente[[11]]. [T9] 20} 50}

complementar duas sequéncias de dcidos nucleicos sdo complementares se podem formar uma

dupla-hélice com as perfeitamente pareadas[[11]]. [T2HI3] 26} [50} [53] [55H57} [60]

consenso o mesmo que [sequéncia de consensof43]. [33] @6} [50]

contaminacdo uma sequéncia contaminada ¢ uma que ndo representa fielmente a informacdo ge-
nética da origem bioldgica de interesse, pois contém um ou mais segmentos de outras origens
(como [vetores| [adaptadores| ou [iniciadores)) [106]]. [34] [50]

contig um contig (da palavra contiguo) é um conjunto de fragmentos de sobreponiveis que

representa uma [sequéncia de consenso| do [DNA| Na [montagem| de sequéncias, refere-se a

um conjunto de [reads| sobreponiveis que supostamente representa uma regido contigua do

(quanto mais extensas forem as sobreposi¢des, maior serd a confiabilidade dessa su-

posic@o). No [sequenciamento| shotgun hierdrquico, refere-se a um conjunto de [clones| so-

breponiveis que forma um jmapa fisico| do |genomal, usado para guiar o [sequenciamento|e a

ontagem] 107]. F 23} 29} B2 58} i3, 50 58

cromatide é cada um dos dois filamentos de formados pela de um
[108]. 50, 52

cromatides-irmas sio [cromatides| originadas a partir do mesmo [cromossomo|[11].

cromossomo estrutura composta por uma molécula de [DNA] muito longa e associadas,
contendo toda ou parte da informacéo genética de um organismo([[11]]. {] [10] 23] B2} S0H52]

55l 56l 59 60

cromossomos homoélogos cépia maternal e paternal de um [cromossomo|especifico em uma |célula
Eiploide|L 1. 50 53

cultivar variedade cultivada (cultivated variety); € a designacio dada a determinada forma de uma

planta cultivada, correspondendo a um determinado [genotipo| e [fendtipo| que foi selecionado

e recebeu um nome Unico e devidamente registado com base nas suas caracteristicas produti-
vas, decorativas ou outras que o tornem interessante para cultivo. O cultivar deve apresentar
em cultura, e manter durante o processo de propaga¢ao, um conjunto tnico de caracteristicas

que o distingam de maneira consistente de plantas semelhantes da mesma espécie[109]. [IT]

48,50
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desnaturacdo em relagdo a dcidos nucleicos, significa a separagdo de uma fita dupla (de[DNA]ou

[RNA) em duas fitas simples, que ocorre quando as [ligagdes de hidrogénio| entre as fitas sdo

quebradas (devido a temperaturas elevadas, por exemplo)[110]. 23] [50]

diploide que contém um duplo (dois conjuntos de [cromossomos homdlogos| e, portanto,

duas cépias de cada[gene)[[11]. [50} [52]

DNA 4cido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid); [polimero| de jnucleotideos| que contém a

informacao genética usada no desenvolvimento e funcionamento de todos os seres vivos[111].

[} [TOHTS} 22} 2527, 32} [50H60)

DNA recombinante qualquer molécula de formada pela ligacdao de segmentos de de
origens diferentes[[11]]. [50} [51]

DNAc DNA complementar; molécula de [DNA]sintetizada como uma cdpia de uma molécula de

e, portanto, sem 0s que estdo presentes no [DNA| gendmico(11]]. 43} 50} 51} [53]

dominio proteico por¢do de uma [proteinal com uma [estrutura terciarial particular. As [proteinas
grandes s@o em geral compostas por varios dominios, cada um conectado ao préximo através

de regides flexiveis curtas da cadeia polipeptidica. Dominios homodlogos| sdo reconhecidos

em varias diferentes[[11]]. 30} [50]

duplicacdo processo pelo qual uma c6pia de uma molécula de é feita[[11]. 50}
B2 B 59

elemento cis-regulatério regido do ou que regula a expressdo de localizados na
mesma molécula de DNAJ4]). [4] [TT], (48] [50]

emulsao € a mistura entre dois liquidos imisciveis em que um deles (a fase dispersa) encontra-se
na forma de finos glébulos no seio do outro liquido (a fase continua), formando uma mistura

estavel. Se o liquido “A” € a fase dispersa e o liquido “B” € a fase continua, temos uma

“emulsdo A em B”. As emulsdes mais conhecidas consistem de dgua e Sleo[112]. 25] [50]

enzima especializada na de reacdes bioldgicas[113]]. [T4] [16} [18] 26| 27} 50} [59]
60

EP exercicio-programa. 50|

EST um marcador de sequéncia expressa (EST, do inglés expressed sequence tag) é uma|substring
de uma sequéncia de Podem ser usados para identificar transcritos de [genes| e para
determinar sequéncias de |genes, Um EST resulta do sequenciamento de uma por¢do de um

clonado (por exemplo, sequenciando centenas de [pares de bases|de uma extremidade
de um [clone] de [DNAC] tomado de uma biblioteca de [DNACc). Como esses [clones| consistem
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de [DNA][complementar] ao RNAm| os ESTs representam porgdes de expressos[114].
A3 50

estrutura terciaria forma complexa tridimensional de uma cadeia polimérica enovelada, especi-

almente uma ou molécula de RNA[11]. 50| [53|

eucarionte organismo cujas |células|possuem um [nucleo|delimitado por um sistema de membranas

(a membrana nuclear ou carioteca), nitidamente separado do [citoplasma[[115]. [T0}] |4l
A9H5TL 591

éxon regido expressa (expressed region); segmento de um eucariotico que serd representado

na molécula madura de RNA] geralmente adjacente a Em que codificam
os éxons codificam os faminodcidos|11]. [17} [T8) BIH5T} 59

expressao génica producio, por um de um produto molecular observéivel (RNA| ou
EmI1). 5

FASTA uma sequéncia em formato FASTA comec¢a com uma descricdo de uma tnica linha, se-
guida por linhas de dados em sequéncia. A linha de descricdo se distingue a partir da sequén-
cia dos dados por um simbolo maior-que (“>") na primeira coluna. A palavra que segue
o simbolo “>" € o identificador da sequéncia, e o resto da linha € a descricao (ambos sao
opcionais). Nao deve haver nenhum espago entre o “>" e a primeira letra do identificador.
Recomenda-se que todas as linhas do texto sejam mais curtas do que 80 caracteres. A sequén-
cia termina se uma outra linha de partida com um “>” aparece, o que indica o inicio de outra
sequéncia. Um exemplo simples de uma sequéncia em formato FASTA:

>seql

KYRTWEEFTRAAEKLYQADPMKVRVVLKYRHCDGNLCIKVTDDVVCLLYRTDQAQDVKKIEKFHSQLMRLME

LKVTDNKECLKFKTDQAQEAKKMEKLNNIFFTLM [116]. B2] 43| d5H47} 50}

fenétipo carater observavel em um|célulaou organismo (incluindo aparéncia fisica e comportamento)[11].

5052

gene sequéncia de[nucleotideos|do[DNA|que pode ser transcrita em uma versdo de segmento de

que carrega informagdo genética[117]. @] [11} [15] [17} 29} [30] ¥8H51} [F3H53]

genoma informacgao genética total que pertence a uma ou a um organismo; em particular, a informa-

o mantida no DNAYITY. (10 [IT) I3} 2242 25 52 B8 5057
gendmica estudo das sequéncias de[DNA|e das propriedades dos [genomas] totais[T1]]. [I0} [50]

genotipo constituicdo genética de uma individual ou de um organismo. Combinacao particular de
observada em um individuo especifico[[11]]. [50} [52]
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grupo amino -NHy; grupo funcional fracamente basico derivado da amoénia (NHs) no qual um ou mais

atomos de hidrogénio sdo substituidos por outro dtomo. Em solugdes aquosas, ele pode receber um

préton (H™) e carregar uma carga positiva (—NH;)L)[l 1].

grupo carboxila -COOH; atomo de carbono ligado a um 4tomo de oxigénio por ligacdo dupla (-C=0) e

a um grupo hidroxila (-C-OH). Moléculas contendo um grupo carboxila sdao dcidos fracos (dcidos

carboxilicos)[[11]]. [T8} 20} 2T} [50} [56]

hidrolise clivagem de uma [ligacao covalente| com concomitante adi¢ao de dgua; formula geral AB + HoO
— AOH + BHI[11]]. [50]

histona membro de um grupo abundante de pequenas [proteinas| que formam a regido central dos nucleos-
somos, ao redor dos quais o [DNA]|se enrola nos [cromossomos|eucariéticos[[L1]]. [I0} 50|

homologia relac@o entre [genes] [proteinas|ou estruturas que possuem uma origem evolutiva comum[11]]. 50|

homélogo um de dois ou mais que possuem um mesmo ancestral[11]].

IB Instituto de Biociéncias.
IC iniciacdo cientifica. 2] [50]
IME Instituto de Matemética e Estatistica. [2] 50}

iniciador oligonucleotideo que forma pares com uma fita [molde] de DNA] ou [RNA] e promove a sintese de

uma nova fita por uma polimerase([L1]]. [I3] [16} 23] [50] 52} [57] [58]

inserto fragmento de DNA]que ¢ inserido em outro (o para que possa ser duplicado. No caso de pro-

jetos desequenciamento} o inserto € a parte que queremos sequenciar (ou seja, a parte desconhecida).

Normalmente, a sequéncia de completa do ¢ conhecida[118]. 23] 35 8] [50]

intron regido intragénica (intragenic region); regiao nio codificante de um eucaridtico que é transcrita

na molécula de RNA] mas que é removida por splicing do[RNAJ1LT]. [T7} [T8] [#4] {9} [50, 53} 54} [59]

ion um 4tomo que tenha ganhado ou perdido elétrons, adquirindo carga; por exemplo, Na™ e CI~[[L1].
50]

IQ Instituto de Quimica. 50

lacuna (gap) no contexto de sequenciamento, refere-se a uma regido do ndo capturada (coberta)
3 2

por nenhum [read|57]. No contexto de alinhamento de sequéncias, refere-se ao uso de caracteres

para indicar uma insercdo ou delecio (indel) de um mondémero de uma das sequéncias em relacdo a

outra[46]. 28] 38} 39} 50|

ligacdo covalente estavel entre dois 4tomos, produzida pelo compartilhamento de um ou
mais pares de elétrons[11]]. [50} [53]
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ligacio de hidrogénio ligacio ndo covalente na qual um dtomo de hidrogénio eletropositivo € parcialmente
compartilhado por dois dtomos eletronegativos[[11]]. [T2} [13] 50} 52} [57]

ligacio fosfodiéster covalente formada quando dois grupos hidroxil formam ligagoes éster
com o0 mesmo grupo fosfato, como entre adjacentes no e no [DNA[IL1]]. 12 [50]

ligacdo nao covalente [ligacao quimicalna qual os elétrons ndo sdo compartilhados. Ligagdes ndo covalentes
sdo relativamente fracas, mas podem ser somadas, gerando interacdes fortes e altamente especificas
entre moléculas[11]]. 50|

ligacdo peptidica entre o [grupo carboxilal de um faminoacido] e o [grupo amino| de um se-
gundo As ligagdes peptidicas unem aminodcidos|em [proteinas|[11]. 20} 50} [5§|

ligacdo quimica afinidade quimica entre dois 4tomos que os mantém unidos[11]].

mapa fisico mapa genético que posiciona fragmentos de [DNA| em [cromossomos, mostrando a distincia

entre eles em pares de bases|[119, 120]. 23] [50} [52]

mascaramento € o processo de comparar um conjunto de de interesse com um banco de sequéncias

indesejadas (contaminantes ou repetitivas) de forma a identificar quais sequéncias do banco estdo

presentes nos [reads} As|bases|dos|reads|que correspondam a sequéncias indesejadas sdo normalmente

substituidas por “Xs” ou “Ns”[121]]. @ |3_U|, @I,

mate pair par de sequéncias curtas obtidas de ambos os terminais de um fragmento de DNA] de interesse.

Teoricamente, devem conter informac?o suficiente para mapear a sequéncia de forma tinica no
(e assim representar o fragmento de completo)[31} [122]]. 23] [50]

membrana plasmatica membrana bioldgica que separa o interior de todas as[células|do ambiente externo[123]].

504 [51]

molde uma fita simples de ou|RNA| cuja sequéncia de[nucleotideos|atua como um guia para a sintese

de uma fita Complementar|11]. [T3H16} 50} 53 59

mondémero pequena molécula capaz de se ligar a outros mondmeros, formando moléculas maiores denomi-

nadas GoTimerd)124). 73 TS} 50} 57

montagem e fusdo de fragmentos de DNA vindos de uma molécula maior, feito para poder
reconstruir a sequéncia da molécula original(T]l. @ [TT] 23] 29} B2 33} [35] 2] 43} 3] @6l E8H52] [60]

nicleo organela delimitada por membrana em uma eucaridtica, contendo o organizado em

[cromossomos](11]. [T0}, 501 54} 59)

nucleotideo molécula que é a unidade estrutural doe do E identificado por suanitrogenada,
que pode ser adenina (A), timina (T), citosina (C), guanina (G) ou uracila (U)[125]]. [T0] [T2HI4} [T6]
26-28] B0 311
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otimizacdo em matemadtica, refere-se ao estudo de problemas em que se busca minimizar ou maximizar uma

funcdo através da escolha sistemadtica dos valores de varidveis reais ou inteiras dentro de um conjunto

vidvel[126]. 39} 50|

7

P =NP o problema “P versus NP” é o principal problema aberto da ciéncia da computacio. Informalmente,
ele pergunta se todos os problemas cujas solu¢des podem ser verificadas “eficientemente” (i.e., em
tempo polinomial) também podem ser resolvidas “eficientemente”. A classe de problemas que podem
ser resolvidos em tempo polinomial ¢ a classe P, enquanto a classe de problemas para os quais a res-
posta pode ser verificada em tempo polinomial € a classe NP. Além de ser um problema importante
em teoria da computagdo, sua solugdo teria implica¢des profundas para dreas como matematica, crip-
tografia, pesquisa de algoritmos, inteligéncia artificial, teoria dos jogos, processamento multimidia e
vérias outras[127]. 40} 50

par de bases dois em uma molécula de ou que estdo emparelhados por [ligagdes de]
[hidrogénio| (por exemplo, G com C e A com T ou U)[1L1]. @ [13] 32] 50} [53] [56} [60]

pb pares de bases.

PCR reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction); técnica para a famplificacdo| de regides
especificas de [DNA] utilizando oligonucleotideos (iniciadores)) especificos e miltiplos ciclos de sin-

tese de com cada ciclo sendo seguido por um breve tratamento por calor para separar as fitas
[complementares|[11]. 23] [50]

pipeline em engenharia de software, € uma cadeia de elementos de processamento organizados de tal forma

que a saida de cada elemento € a entrada do préximo([128]]. 4} [T} [31] #2H46] E8H50L

plasmideo pequena molécula circular de extracromossdmico (ocorre geralmente em bactérias), com

independente do Os plasmideos modificados sdo amplamente utilizados como
para clonagem de DNA[IL1]]. 50} [60]

Poli Escola Politécnica. 2] [50}

polimerizacio unido de moléculas de um dado composto (mondmero) para formar um novo composto,

designado por 129]. [T4] [50]

polimero macromolécula formada pela repeticdo de pequenas e simples unidades quimicas (monomeros),

ligadas covalentemente[130]. [I5] 50} [53] [56H58]

polinomial Um algoritmo possui complexidade de tempo (ou espago) polinomial se existe um polindmio p
tal que para toda instancia I do problema o seu consumo de tempo (ou espago) é limitado superior-
mente por p({I)) (onde (I) é o tamanho da instincia). O conceito de algoritmo polinomial deve ser
entendido como uma formalizacdo da ideia de algoritmo eficiente. Se um problema é NP-dificil entdo

¢ improvdvel que exista um algoritmo de consumo de tempo polinomial exato para o problema[68]].

[0, A1, 50
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polipeptideo [polimero|linear composto porfaminodcidos| As [protefnas|sdo grandes polipeptideos, e os dois

termos podem ser usados como sinénimos[[11]]. [T8] 50|

pré-RNAm molécula precursora do .

prefixo um prefixo de uma T =1t...t, € uma T =1t1...t;m, onde m < n. Em outras
palavras, é uma [substring|de T' que comega no primeiro caractere (¢1)[131]. [33} BT} 50|

primer o mesmo que iniciador{132]. [I5] [50} [60]

procarionte micro-organismo unicelular cujas|células|ndo apresentam seu material genético delimitado por

uma membrana .30 [51]

promotor sequéncia de[nucleotideos/no[DNA]a qual a RNA-polimerase se liga para iniciar a .

proteina moléculas orgénicas mais abundantes e importantes nas |[células; [polimero| linear de
ligados por[ligacdes peptidicas|em uma sequéncia especifica[[11}, [134]]. [29] [30] [43] 4 8H58] [60]

PTAS esquema de aproximag@o em tempo polinomial. {1} [50]

quimera que ndo representa uma regido contigua do que originou o0s que o compde.
Também € usado para denotar um resultante da unido molecular de dois fragmentos de

vindos de diferentes partes da molécula[43]]. @] [T} 34} [46] A9l [50]

read sequéncia de caracteres sobre o alfabeto {A,T,C,G}, que representa um fragmento de Por con-
vengdo, uma sequéncia nucleotidica € escrita sempre da extremidade 5’ para a 3/, e deve ser lida da

esquerda para a direita e nas linhas sucessivas em direcdo ao fim (na extremidade inferior direita,

como ocorre nos textos ocidentais)[T, 111 @ [TT} 22H24L 27} [31], 32} 33} 38| #2146} 48] [50H52], [53] 56}

S8H60)!

repeticio subsequéncia denucleotideos|que aparece duas ou mais vezes na molécula de[DNA]a ser sequenciada[43]].

ribossomo particula composta de RNArs| e [proteinas| ribossomais que catalisa a sintese de [proteinal usando

informagdes fornecidas pelo[RNAm|[11]. 20} 50} [58] [60]

RNA écido ribonucleico (ribonucleic acid); [polimero| de [nucleotideos| que desempenha varios papéis na

como sintese de e regulacdo génica[[135]]. [[5HI8] 20} [50H60]

RNAm RNA mensageiro; molécula de que € traduzida em [proteinal pelos [ribossomos|[11].
[SOH53] 57H60]

RNAr RNA ribossomal; qualquer uma entre varias moléculas de especificas que formam parte da

estrutura de um [ribossomo| e participam na sintese de [proteinas|[11]. 20} [50} [58|
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RNAt RNA transportador; conjunto de pequenas moléculas de usadas na sintese de como
uma interface entre o [RNAm| e os faminoacidos| Cada tipo de molécula de RNAt é covalentemente

ligada a um determinado .[20 [50]

sequéncia de consenso forma mais frequente de uma sequéncia, que é reproduzida com pequenas alteragoes

em um grupo relacionado de sequéncias de DNA] [RNA]ou [proteina|[11]. [17} [32} [33] B8] #4] (46} [50} [52]

sequenciador instrumento cientifico usado para automatizar o processo de 136]). @ [11] 24]
B3l 50

sequenciamento determinagdo da composicdo e da ordem dos [nucleotideos| ou [aminoacidos|em um 4cido

nucleico ou molécula proteica, gerando 1111 @ 10} [IT} 22H25} 271 32} 33} FOH52 55} [591 [60]

singlet sem sobreposi¢do com nenhum outro[57]. 38| 50|

sitio de splice sitios de splice sdo as jungdes entre [introns| e [€xons| no [pré-RNAm| de leucariontes|137].

B4 50

spliceossomo estrutura com atividade catalitica responsavel pela execugéo do|[splicing] .[I7,[50]

splicing processo pelo qual sequéncias de sdo removidas dos transcritos de no durante

a formagdo do RNAm|e de outros RNAS|L1]. [T7} [18] 50} 59|

sstDNA single-stranded template DNA; de fita simples que serd utilizado como para a sua

Auplicacial 351, 527, 5O

string qualquer sequéncia finita de caracteres de algum alfabeto . BOL BT 50 58] 59|

subsequéncia é uma sequéncia que pode ser derivada a partir de outra pela remogao de alguns elementos,
sem mudar a ordem dos demais. Por exemplo, a ATTA é uma subsequéncia de GATATA.
Formalmente, uma subsequéncia de uma T = t1ty...t, € uma T = iy ... 1, tal que
i1 < -+ < im,onde m < n. Toda[substring|é uma subsequéncia. [131140]. 50} 59|

substrato molécula sobre a qual uma atua[[11]]. [[4, 271 [50]

substring uma substring (ou fator) de umaT =t1...ty é umaT =1t14i..-tmys,onde 0 < ¢
and m + ¢ < n. Em outras palavras, uma substring ¢ uma|string|que faz parte (de modo continuo) de

umamaior. Se 7' ¢é uma substring of T', entdo também é uma deT .
A1} 50} 53] 581 59

sufixo um prefixo de umaT =t1...ty € umaT = tn—m+1 - --tn, onde m < n. Em outras
palavras, é uma [substring]de T que acaba no ultimo caractere (t,,)[131]]. 33] @] [50]

superstring uma superstring de umaT é umaT talque T’ éde T. Em outras palavras,
uma superstring é umalstring]que contém (de modo continuo) uma |string| menor. 39H41] [50|
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TCC trabalho de conclusdo de curso. [50]

telomero regido de sequéncias repetitivas localizada nos terminais dos [cromossomos}, que protegem esses
terminais da deterioracdo ou de se fundir com [cromossomos| vizinhos. Compensa a tendéncia de um

de sofrer encurtamento a cada ciclo de Do grego telos (fim) e meros (parte)
[T, 141]. [TT}[50]

terminal cego ¢ um terminal de uma molécula de [DNA] em que ambas as fitas terminam em um [par de]
Um exemplo de molécula em que ambos os terminais sdo cegos é
5" -CTGATCTGACTGATGCGTATGCTAGT-3'
3’ ~GACTAGACTGACTACGCATACGATCA-5" [142]. 23] 50|

terminal coesivo ¢ um terminal de uma molécula de em que uma das fitas possui nao
pareados. Dois exemplos de moléculas cujos terminais coesivos sdo compativeis (e portanto podem
formar uma dnica molécula) séo
5" -ATCTGACT + GATGCGTATGCT-3'
3’ ~TAGACTGACTACG CATACGA-5' [142]. 50

tiling path conjunto minimo de que contém todo o|cromossomo|com o minimo possivel de sobrepo-

si¢do entre os BACs[[143]. [23] 24} [50]

traduciio processo no qual a sequéncia de nucleotideos|em uma molécula de direciona a incorpora-
¢do defaminodcidos|em uma [proteinal Ocorre no[ribossomo|11]]. [[9] 21} F9H5T]

transcri¢do reproducdo de uma fita de[DNA|em uma sequéncia de[RNAJcomplementar] pelaenzima RNA-

polimerase[11]]. [T3HI8] 50} 58]

trimming [sequenciadores|de DNA]podem produzir de baixa qualidade, principalmente perto do local
dolprimer|{de[sequenciamento|e préximo ao final de longas corridas de sequenciamento. As sequéncias

de[clones|de |bibliotecas de DNA|frequentemente contém sequéncias de |[vetores} caudas poli-Alou ou-

tras sequéncias contaminantes. A ndo ser que sejam removidas (apds identificagdo viajmascaramento)
num processo denominado rrimming (que remove as[bases| contaminantes presentes nas extremidades
dos [reads)), essas sequéncias contaminantes irdo distorcer a e a andlise das sequéncias de
interesse[144]. @2} [50]

USP Universidade de Sdo Paulo. [2 [50 [73]

UTR regido ndo traduzida (untranslated region); regido ndo codificante de uma molécula de A

UTR 5’ se estende desde o|cap 5'|até olcodon|de inicio da sintese proteica. A UTR 3’ se estende desde

0 de parada da sintese proteica até o inicio dalcauda poli-A[[L1]]. [T8] 50|

vetor em biologia celular, é o de um agente (virus, [plasmideo| ou [BAC) usado para transmissdo de

material genético a uma ou organismol[[11]]. 34} B3] 50} [52] 53] 57} [60]
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vetor de clonagem ¢ uma moléculade pequena, geralmente derivada de um virus ouplasmideo} usada

para carregar o fragmento de a ser clonado para dentro da recipiente, possibilitando que
este fragmento seja duplicado[[L1]]. [50]
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Parte I1

Parte Subjetiva

9 Desafios e frustracoes

9.1 Em relacio ao curso

Entrei no [BCC|lem 2007, ap6s prestar 3 vezes o vestibular e fazer 2 anos de cursinho. Escolhi
0 por achar que teria alguma facilidade por ja ter feito um curso técnico em informética@ (o
que se revelou um engano logo no primeiro semestre, pois tive que aprender quase tudo a partir
do inicio) e também por ter apoio para isso (principalmente por causa do mercado de trabalho).
A computagdo “por si s6” nunca foi uma das coisas mais atraentes pra mim, ja que para resolver
qualquer problema relevante € necessdrio ter uma boa base conceitual relativa ao seu dominio (ndo
basta conhecer algoritmos eficientes para resolver um problema se a modelagem do mesmo nao for

bem feita).

Logo na primeira semana do curso, ouvi o professor Paulo Cordaro@ falar sobre a pds-graduacio
em bioinformatica, e foi a primeira vez que tive contato com o assunto (que eu nem imaginava
existir). A partir de entdo resolvi me preparar para entrar na area, e imaginei que ter uma formacgao
interdisciplinar seria imprescindl’ve]ﬁ Passei a cursar disciplinas em outros institutos (via reque-
rimento de matricula, principalmente no [IB] no [IQ]e na [Poli)), o que me gerou (felizmente) varias
experiéncias enriquecedoras, mas também a pior experiéncia académica que tive na vida (que en-
volveu uma expulsdo arbitraria e humilhante de uma sala de aula, mesmo com um requerimento

em andamento).

Infelizmente, ainda existem docentes que aparentam ndo saber o que é uma Universidade. A

seguir estd transcrita uma parte do Manual do Calouro 2012 [145]] sobre o assunto:

“A criagdo da Universidade - que surgiu no século 12, na Europa - representou a concretizacao
do conceito platdonico de espirito. No seu mais famoso livro, A Repiiblica, o filésofo grego Platao
(427-347 antes de Cristo) afirma que a alma € ‘de certo modo todas as coisas divinas e humanas e
deve travar relacdes com tudo o que é’. Segundo Platdo, o espirito precisa estar aberto para tudo

0 que existe no mundo - e ndo apenas uma parte dele{g_zrl

6lalgo que fiz sob pressdo, porque um irmio meu j tinha feito esse mesmo curso e conseguiu um emprego na
época.

20 entiio diretor do IME.

%3 pensei em cursar Ciéncias Moleculares, mas nio o fiz por ndo ter certeza se teria apoio e se queria seguir a carreira
académica.

%4gnfase minha.
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“Foi essa concep¢do do homem e da alma que presidiu a fundac@o da Universidade de Paris,
em 1215. Nela, analisava-se qualquer objeto de estudo - fosse o corpo humano, a politica ou as
Sagradas Escrituras - sempre em relacdo com todo o Universo e com ampla liberdade. ‘Esse é
o verdadeiro conceito de Universidade’, afirma o medievalista Jean Lauand, professor da Facul-
dade de Educacdo da USP. ‘Se ndo houver essa conexdo com o todo e essa liberdade, ndo é uma
Universidade® >

Em relacdo a graduacao, foi frustrante ouvir frequentemente frases como “vou acabar o curso
em 5 anoﬁ, mas é porque quero fazer estdgio”, sendo que minha dedicag¢do ao curso foi integral
e irei precisar de 6 anos (no minimo) para conclui-lo. Vdrios fatores contribuiram para isso, mas
acredito que os principais foram a dedicacdo exigida nas disciplinas (tipicamente maior que o tempo
disponivel e/ou registrado oficialmente nas ementas) e o relativo isolamento das pessoas que fazem

o curso (embora eu também assuma a minha parte da culpa e me inclua no grupo dos “eremitas”).

A grande maioria das disciplinas do curso da apenas créditos-aula e nenhum crédito-trabalho,
0 que € incompativel com o fato de que varios tipos de trabalhos (exercicios-programas, listas
de exercicio, projetos e estudos individuais) sdo feitos fora da aula (e exigem uma quantidade de
tempo considerdvel para serem realizados). Some-se a isso o fato de que os alunos costumam fazer
em torno de 5 disciplinas por semestreﬁ e que normalmente os professores ndo sabem quantas (e
quais) disciplinas os alunos faze 0 que acaba gerando cargas de trabalho imensas para o pouco
tempo livreF_g] que temos. As ditas “semanas de break” @ ajudam bastante, mas as vezes nao sdo
suficientes para evitar a reprovacdo nas disciplinas mais exigentes (0 que atrasa a conclusdo do

curso).

Outro problema foi minha falta de integragdo com grande parte da minha turma (BCC 2007),
algo que acabou ocorrendo por falta de iniciativa de ambos os lados (afinal, eu também ndo sou a
pessoa mais socidvel do mundo). Por conta disso, varias vezes me vi sem qualquer esperanca de
passar em determinadas disciplinas (por nao ter a quem recorrer), o que me levava a reprovagao ou
ao trancamento de matricula|”l Meu aproveitamento era sempre melhor quando tinha a oportuni-
dade de fazer disciplinas com pessoas que eu conhecia e com quem eu me relacionava, até porque

nos ajuddvamos.

O curso possui uma parte tedrica bem acentuada e desenvolvida (o que pra mim foi bom, pois o
meu perfil € mesmo mais teérico), mas o problema fica por conta da parte pratica. Vérias disciplinas

exigem a execug¢do de projetos e exercicios-programa, mas o conhecimento tecnoldgico necessario

%5a duragdo ideal é de 4 anos.

%0 que consome quase todo o hordrio da semana.

7infelizmente nem todos estio no periodo ideal, o que acaba gerando grades horérias variadas entre os alunos.

% geralmente finais de semana e feriados.

®normalmente 3 por semestre, nas quais nio costuma haver aulas das disciplinas de computacio (que sio as de
sigla MACOXXX).

quando a esperanca era perdida a tempo.
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(explicacdes sobre a utilizagdo de API arcabougoe linguagens de programag¢do) normalmente
nao € coberto durante as aulas. Por mais que se diga que os conceitos que aprendemos durante a
graduagdo nos permitem “dominar rapidamente toda e qualquer tecnologia’ nao é facil aprender
algo do dia para a noit e geralmente é mais dificil aprender sozinh Portanto, além da carga
horéria fora da aula utilizada para fazer os trabalhos, muitas vezes também € preciso aprender como
utilizar as tecnologias envolvidas, o que acaba consumindo ainda mais tempo. Em suma, acho que
a parte pratica mereceria um pouco mais de “atencao supervisionada”, principalmente em relacao

ao desenvolvimento para web (que nao € coberto nas disciplinas obrigatdrias).

9.2 Em relacao ao TCC

As dificuldades do trabalho de conclusao de curso (TCC)| contém as da |[IC| (j4 que o primeiro

¢ baseado na segunda): aprofundamento e sedimentacdo de conhecimentos de biologia molecular
(talvez ndo tanto pela parte académica [7_?’1 mas mais pela parte burocréticeE]), pré-processamento
dos dados (a saida do sequenciador Roche/454 ndo estava no formato [FASTA® foi necessério

aprender a usar o EGene para a fase de [mascaramento)) e desenvolvimento dos [pipelines| (pois eu

ndo tinha muita prética com a linguagem Perl).

Também foi dificil conciliar o trabalho com todas as disciplinas da graduacao (5 no primeiro
semestre de 2012 e 6 no segundo semestre), que ocuparam grande parte do tempo (com contetddos
ndo triviais e/ou projetos trabalhosos). Como tinha muitas coisas para fazer em paralelo, acabei
usando a politica EDF (earliest deadline ﬁrstm147] para o processamento de tarefas, o que se
mostrou razoavelmente eficiente (pois apenas precisei trancar uma disciplina em 2012) mas ex-
tremamente custoso (pois acabei ficando de recuperacdo em duas disciplinas, o que consumiu as

férias).

O desenvolvimento da monografia foi extremamente trabalhoso, pois € dificil explicar um traba-
lho de natureza interdisciplinar de modo a “ser entendido por um aluno de graduacdo sem experién-
cia na drea” (como exigido no roteiro para prepara¢do de monografias[148]]). Além da elaboracdao
do texto (e organizacdo das respectivas citagdes), um tempo razodvel foi gasto para procurar e

modificar figuras (que geralmente facilitam o entendimento).

"Yacronimo para Application Programming Interface (Interface de Programacio de Aplicativos).

"2mais conhecidos como frameworks.

73%guia do bicho” 2007 --IME USP).

74pelo menos eu nio aprendo

iz dois cursos de verdo do IME sobre Java que me ajudaram bastante a entender um pouco melhor a linguagem.
"6pois tive aulas com professores excelentes.

"Tprincipalmente devido 2 j4 mencionada expulsio arbitriria de uma sala de aula. ..

78¢ sim no formato SFF[[146].

7que consiste em escolher para executar a tarefa que estiver mais préxima do seu prazo de entrega (deadline).
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Devido a essas dificuldades acabei nao dedicando muito tempo ao blog, pois imaginei que as ou-
tras atividades fossem mais importantes. Apesar disso, aconteceram vdrias atividades que deveriam

ter sido registradas no blog, como as reunides com meu orientador (que ocorriam semanalmente).

10 Disciplinas relevantes e conceitos utilizados

Aqui serdo descritas quais foram as disciplinas cursadas que foram mais relevantes (direta ou

indiretamente) para a execucao do trabalho.

10.1 Cursadas no IME

e MACO0110 - Introduciao a Computaciao e MACO0122 - Principios de Desenvolvimento de
Algoritmos. Foram essas disciplinas que permitiram um maior conhecimento das técnicas
e estruturas de dados utilizadas comumente em computacio, além proporcionarem experi-

éncia de programacgdo com a linguagem C (o que foi util para entender um pouco melhor a
linguagem Perl, utilizada no desenvolvimento dos pipelines).

e MACO0211 - Laboratério de Programacao I. Foi nessa disciplina que vi pela primeira vez
expressoes regulares, concatenagdo de programas via pipelines| a linguagem Perl (todos es-
ses conceitos foram utilizados nos desenvolvidos) e I&TEX (utilizado para fazer a

monografia, o poster e a apresentacao).

e MAC0422 - Sistemas Operacionais e MAC0431 - Introducio a Computacao Paralela e
Distribuida. Em MAC0422 foram introduzidos os conceitos de processo e paralelizagio,
ambos utilizados nas fases de alinhamento e montagem inicial do de montagem. Em
MACO0431 tais conceitos foram aprofundados, considerando a parte de anélise de dependén-
cia (imprescindivel para obter uma versdo paralela de um algoritmo a partir de uma versao

sequencial).

e MACO0316 - Conceitos Fundamentais de Linguagens de Programaciao e MAC0319 - Pro-
gramacao Funcional Contemporﬁneﬂ Sao essas as disciplinas responsdveis por facilitar
o aprendizado de linguagens de programacao, pois ensinam os conceitos fundamentais rela-

cionados a elas (e por isso também foram uteis para aprender mais sobre Perl, a linguagem

utilizada para desenvolver os |pipelines)).

e MAC0465 - Biologia Computacional. Foi essa disciplina que tratou dos aspectos compu-

tacionais de problemas relacionados ao trabalho, como alinhamento e montagem de sequén-

80que cursei sob a sigla MAC0434, na época em que MAC0319 ainda nio havia sido criada.
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cias. Com isso, foi possivel entender um pouco melhor a natureza desses problemas e as

limitagdes dos algoritmos existentes para resolvé-los.

e MAC0325 - Otimizacao Combinatéria e MAC0450 - Algoritmos de Aproximacao. Tais
disciplinas foram fundamentais para treinar técnicas de modelagem de problemas, algo que
nao € feito de forma tao explicita nas outras disciplinas do curso. Também foi bom cursa-las
entender um pouco mais a importancia de programacao linear (que vai bem além do método
simplex), j4 que € uma técnica que pode ser usada tanto para projeto quanto para andlise
de algoritmos. Muitos problemas que aparecem em biologia computacional sao NP-dificeis
(e, pior ainda, trabalham com quantidades enormes de dados) e, portanto, algoritmos de

aproximac¢do sao fundamentais para poder lidar com eles.

10.2 Cursadas em outras unidades

e QFLO0605 - Quimica Geral. Essa disciplina tratou de expor os tipos de forgas intramolecu-
lares (ligacdes quimicas) e intermoleculares, além de conceitos de termodindmica (entropia,
entalpia, energia livre) e cinética (estudo da velocidade de reagdes quimicas). Esses conceitos

foram fundamentais para entender melhor bioquimica e biologia molecular.

o BI00228 - Genética Humana. Essa disciplina trata de estudar estuda a passagem das ca-
racteristicas bioldgicas e fisicas de geracdo para geracdo. Aqui foi introduzido o conceito de
gene e foram estudados os padrdes de heranga de diversas caracteristicas. Tais fundamentos

foram uteis para um melhor entendimento de biologia molecular.

e QBQ0204 - Bioquimica e Biologia Molecular. Essa disciplina foi focada em bioquimica.
Os principais conceitos expostos foram as propriedades de biomoléculas (aminodcidos, pep-
tideos, proteinas, lipideos e carboidratos) e as estruturas de vias metabdlicas, e também foram

uteis para um melhor entendimento de biologia molecular.

e QBQO0317 - Biologia Molecular e BIB0525 - Biologia Molecular de Plantas. Ambas as
disciplinas foram cruciais para uma compreensido mais profunda dos processos biologicos
relacionados ao trabalho (principalmente duplicagdo, transcricdo e tradugdo). A abordagem
das disciplinas também foi bem interessante: além das aulas tedricas, existia tempo durante
o hordrio de aula para resolver exercicios, o que facilitava bastante a consolidacdo dos con-
ceitos (principalmente porque os professores ficavam disponiveis para tirar dividas). Em
BIB0525, a maioria dos exercicios era baseada em artigos cientificos recentes e as resolugdes
eram sempre discutidas com toda a sala, o que enriquecia bastante a aula (em alguns casos,

as discussdes nos faziam perceber que havia mais de uma resposta possivel para um mesmo
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exercicio)*']

e BI00208 - Processos Evolutivos. A evolucido trata de entender quais mecanismos sao res-
ponsdveis por gerar e moldar a variacdo genética existente, e por isso € fundamental para
o entendimento de todas as areas da biologia. Em particular, foi ttil para descobrir alguns
possiveis causas da variacdo do tamanho e da complexidade de genomas (que sdo alguns
dos fatores relacionados ao problema da montagem de sequéncias), como proliferacdao de

transposons, duplicagdes génicas e insercao/remogdo de bases.

e QBQ2507 - Biologia Molecular Computacional. Além de tratar de algumas técnicas com-
putacionais usadas para resolver problemas de biologia molecular, a disciplina também falou
da interpretacdo bioldgica de alinhamentos e de arvores filogenéticas (discutindo as hipéteses
evolutivas supostas pelos algoritmos), e portanto foi complementar a MAC0465 (Biologia
Computacional). Também foi dada alguma atencdo a parte tecnoldgica, com indicacdo de
softwares comumente utilizados para resolver os problemas da drea. Assim sendo, a disci-

plina foi util para adquirir um pouco mais de experiéncia em bioinformadtica.

e PTC2422 - Modelos de Sistemas Biolégicos. Assim como MAC0325 (Otimizagdo Com-
binatéria) e MAC0450 (Algoritmos de Aproximacgdo), essa disciplina também foi util para
treinar a parte de modelagem de problemas (em particular, problemas de natureza bioldgica,
embora o que foi visto na disciplina sirva para quaisquer tipos de sistemas dinémico.
Também foi bom cursé-la para entender um pouco mais a importancia de MAT0221 (Calculo
Diferencial e Integral IV), j4 que as modelagens quase sempre usavam equacoes diferenciais
(contetido visto em MAT0221).

11 Planos para continuaciao na area

Pretendo continuar os estudos na drea, fazendo pds-graduacdo em bioinformadtica. Acredito
que as oportunidades que posso ter num programa de pds-graduacdo interdisciplinar podem ser
bem interessantes academicamente, tanto em computagdo quanto em biologia. Aproveitando as
experiéncias proporcionadas pelos 2 anos e meio de iniciagdo cientifica e 6 anos (razoavelmente

intensos) de graduagéoﬁ, pretendo iniciar o doutorado direto ja no primeiro semestre de 2013 @

8lacho que essa forma de conduzir o curso deveria servir de exemplo, pois fiz vérias disciplinas do IME em que
entreguei listas de exercicios que muitas vezes nem voltavam corrigidas - ou, quando voltavam, a correcao ndo indicava
quais os motivos dos erros e quais seriam as solugdes corretas -, 0 que ndo colaborou muito para o meu aprendizado.

825istema dinAmico é o que possui uma regra deterministica para determinar quais os estados futuros a partir do
estado atual[[149].

83¢ também para tentar “compensar” todo o tempo gasto até o fim da graduagio, que totaliza (no minimo) 8 anos se
for considerado o tempo de preparagdo para a aprovacdo no vestibular (2 anos).

84se tudo der certo . ..
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