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Introducao

A montagem de sequéncias refere-se ao alinhamento e fusio de fragmentos (os
fragmentos fundidos denominam-se contigs) vindos de uma molécula de DNA maior
para poder reconstruir a sequéncia original. Isto é necessario pois a tecnologia atual
de sequenciamento de DNA ndo consegue lidar com cromossomos inteiros, mas
apenas com pequenos fragmentos (chamados de reads) de tamanho entre 20 e 1000
pares de bases.

Além da grande quantidade de dados gerada pelos ditos sequenciadores da “préxima
geracao’, outros problemas incluem a presenca de erros nos reads e a existéncia
de sequéncias quase idénticas (conhecidas como repeti¢des), que podem dificultar
a montagem (gerando contigs que ndo existem na molécula original, chamados de
quimeras).

O objetivo deste trabalho é a implementacdo de um pipeline para montagem de
regioes génicas. Para tentar evitar as dificuldades causadas pelas repeticGes, a
ferramenta desenvolvida tentard apenas obter os genes (e suas regides adjacentes)
de interesse do usudrio (mais precisamente, tentard montar apenas os reads que
tenham um minimo de similaridade com as sequéncias de interesse). ldealmente,
iremos obter também os elementos cis-regulatérios (regides do DNA que regulam a
expressdo de genes localizados na mesma molécula) dos genes em questdo (um deles
- a regidao promotora - esta presente um pouco antes do inicio do gene, na regiao
5'). O usudrio pode indicar quais sdo as regides génicas de interesse fornecendo os
seguintes tipos de sequéncias:

» proteinas;
» ESTs (expressed sequence tags);
» clusters “full length” de ESTs.

Abordagem - estratégia de sequenciamento

Embora o pipeline possa ser executado para montar quaisquer tipos de fragmentos
de DNA, neste projeto foram utilizadas sequéncias oriundas de um sequenciamento
BAC a BAC, cuja abordagem facilita montagens mais precisas do que as feitas a
partir do sequenciamento shotgun.

Isso ocorre pois em vez de gerar fragmentos de DNA de forma aleatéria para todo
o genoma (como ocorre no sequenciamento shotgun), o sequenciamento BAC a
BAC divide-o em partes menores, determina de que forma essa partes sdo mapeadas
no genoma (ou seja, “ordena” as partes) e apenas entdo gera fragmentos de DNA
aleatdrios para cada uma dessas partes. Esse processo ¢ ilustrado pela figura a seguir:
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Figura: Diferencas entre os sequenciamentos shotgun e BAC a BAC
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Abordagem - estratégia de montagem

Em vez de utilizar apenas o conjunto de fragmentos para a montagem (ab ini-
tio), o pipeline utiliza sequéncias de referéncia (que supostamente s3o similares as
sequéncias de DNA a serem montadas) para auxiliar a montagem (montagem com-
parativa). Tais abordagens s3o ilustradas a seguir:
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Figura: Diferencas entre as abordagens de montagem ab initio e comparativa

Resultados

O pipeline (implementado em Perl) foi usado para montar sequéncias de DNA de
cana-de-agucar (Saccharum officinarum), utilizando como referéncia as sequéncias
de proteinas do sorgo (Sorghum bicolor), que é a planta de cultivo evolutivamente

Para o BAC SHCRBa_218_D04, os resultados

mais proxima da cana-de-acdcar.

foram:
nome do | nome da | tamanho da | tamanho da | identidade | cobertura | identidade
contig | proteina | regidao 5’ regidao 3" | na proteina| no BAC | no BAC
(pb) (pb)

Cq1 P4 708 X 0,99 0,95 1
Co 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
Ce P4 282 X 0,93 0,94 1
Cr Pg 740 X 0,96 0,97 0,99
Cs Ps X 855 0,96 0,93 0,99
Co Pe 940 X 0,94 0,93 0,99
Cio Pe X 605 0,96 1 0,99
Ci1 P~ 618 450 0,96 0,91 0,99

Conclusoes

Para os 6 BACs que puderam ser montados e validados (pois a sequéncia suposta-
mente correta do BAC era conhecida):

» aproximadamente 70% das regides génicas puderam ser estendidas em algum
sentido (a 5’ do inicio de tradug¢do ou a 3' do fim da tradugio);

» de modo geral, ndo houve ocorréncia de quimeras (os contigs foram mapeados
com aproximadamente 96% de cobertura e 99% de identidade na sequéncia
supostamente correta do BAC).

Logo, o pipeline poderia ser utilizado como uma forma razoavelmente confidvel (em-
bora limitada) de montar regides génicas, com alguma chance de conseguir estender
a montagem até a regido promotora do gene.
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