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RESUMO

O grupo do Bacillus cereus reine microorganismos de grande importancia econdmica,
médica e também em questdes de biodefesa, o que se reflete no fato dele conter um
grande numero de genomas sequenciados intimamente relacionados, como Bacillus
anthracis, B. cereus e B. thuringiensis. As ferramentas atuais de bioinformatica
aplicadas a tal conjunto de informagdes nos proporcionam grande oportunidade para
analises genomicas comparativas completas. Os membros deste grupo tem muito de sua
especificidade atribuida aos seus plasmideos, os quais variam em tamanho e nimero.
Seus cromossomos apresentam um alto nivel de sintenia com diferengas limitadas no
conteudo genético, tornando questiondveis as interpretacdes sobre a especiacdo dos
membros deste grupo. Este trabalho visa contribuir ao esclarecimento sobre a
proximidade genética entre estes trés constituintes do grupo do Bacillus cereus sensu
lato anteriormente citados mediante identificagdo e caracterizagdo de RNAs nao
codificadores, auxiliando na compreensdo taxondmica, no entendimento dos fatores de
viruléncia, na interacdo patdogeno hospedeiro e em interacdes ecoldgicas como o
comportamento de B. thuringiensis no controle de pragas da agricultura e vetores de
doengas. Para a identificacdo dos ncRNAs, foi produzido um conjunto de dados
composto por 35 genomas completos dos organismos de interesse, sendo 9 B. anthracis,
13 B. cereus, 12 B. thuringiensis e também 1 B. weihenstephanensis, obtidos a partir
dos bancos de dados GOLD e NCBI. Tais genomas foram classificados considerando-se
a metodologia de montagem apds os sequenciamentos, tipo de anotagdo, manual ou
automatica e impacto das publicagdes resultando em 26 escolhidos. Em seguida o
material foi processado no software Artemis V.16.0.0 para extracdo das regides
intergénicas, entdo submetidas a trés métodos diferentes de inferéncia computacional
para identificagdo de RNAs nao codificadores. O primeiro método foi o processamento
via Infernal V.1.1 / banco de dados Rfam V.11.0, o segundo foi o processamento via
sRNAscanner V.1.9, e finalmente uma analise comparativa com o banco de dados da
UTFPR que reune ncRNAs da literatura, com base no Non-coding RNA Databases
Resource (NRDR). Os dados foram entdo carregados para um banco de dados
PostgreSQL V.9.1. Para a caracterizacdo das sequéncias obtidas, foram criadas tabelas
relacionais contendo os dados das 2208 familias Rfam, agrupando os dados publicos
dos sites FTP Rfam e instituto SANGER. Ainda como auxilio a busca e caracterizagao,
os genomas completos foram carregados em banco de dados. Os resultados dos trés
métodos de descoberta foram pesquisados via consultas diretas no banco de dados
(linguagem SQL) mediante agrupamento de regides contiguas sobrepostas. Foram
identificados 181 ncRNA candidatos, distribuidos em 12 familias exclusivas para um ou
outro grupo: B. anthracis (2), B. cereus (5) e B. thuringiensis (5). Posteriormente os
candidatos foram caracterizados por espécie e cepa nas 23 familias identificadas.

Palavras-chave: Bacillus cereus sensu lato. RNAs ndo codificadores. SRNA. ncRNA.
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ABSTRACT

The Bacillus cereus group gathers microorganisms of great economic importance and
also at medical and biodefense issues, this is reflected in the fact that it contains a large
number of sequenced genomes closely related organisms as Bacillus anthracis, B.
cereus and B. thuringiensis. Current bioinformatics tools applied to this set of
information provides us great opportunity to complete comparative genomic analyzes.
Members of this group has plenty of its specificity attributed to their plasmids, which
vary in size and number. Their chromosomes have a high level of synteny with limited
differences in genetic content, which makes questionable the interpretations on
speciation to the members of this group. This work aims to contribute to the
clarification of the genetic proximity between these three constituents of the cereus
group by identification and characterization of non-coding RNAs, contributing in
taxonomic understanding, the understanding of virulence factors in host pathogen
interaction and ecological interactions like the behavior of B. thuringiensis in the
control of agricultural pests and disease vectors. With the purpose of identifying non-
coding RNAs, it was produced a data set consisting of entire genomes of interest
organisms, 9 B. anthracis, 13 B. cereus, 12 B. thuringiensis and also 1 B.
weihenstephanensis, a total of 35 GenBank format genomes obtained from GOLD and
NCBI databases. These genomes were classified considering the assembling
methodology, after sequencing process, annotation type, manual or automatic as well
the publications impact, resulting in 26 finally selected genomes. Data were then
processed using Artemis V.16.0.0 program, for extraction of intergenic regions and
submitted to three different methods of computational inference for non-coding RNAs
identification. The first method, processing with Infernal V.1.1 / Rfam database V.11.0,
the second was processing through sRNAscanner V.1.9, and finally a comparative
analysis with the UTFPR database which gathers ncRNA literature based on Non-
coding RNA Databases Resource (NRDR). Data from these three analyzes were loaded
into a PostgreSQL V.9.1 database. Relational tables were created to the characterization
of the obtained sequences. The tables contained all 2208 Rfam families data, grouping
public FTP and Rfam institute SANGER sites data. As supporting means to search and
characterization, complete genomes to the related organisms were loaded into a data
base. Then the results of those three methods of discovery were searched through direct
queries on the created database (SQL language) by grouping contiguous overlap
regions. Thus, 181 ncRNA candidates were identified and further characterized by
species, strain and ncRNA family. 181 ncRNA candidates were identified, distributed in
12 unique families to either group: B. anthracis (2), B. cereus (5) and B. thuringiensis
(5). Later, candidates were characterized by species and strain on 23 identified families.

Keywords: Bacillus cereus sensu lato. Non-coding RNAs. sSRNA. ncRNA.
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1 INTRODUCAO

O grupo Bacillus cereus ¢ composto por seis espécies, Bacillus cereus, B.
thuringiensis, B. anthracis, B. weihenstephanensis, B. mycoides e B. pseudomycoides.
Estas espécies sdao intimamente relacionadas, sendo que as cepas de B. cereus stricto
sensu (B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis) compartilham cromossomos altamente
conservados, diferindo sobretudo na presenca de plasmideos contendo genes
responsaveis por viruléncia (KLEE, 2010).

Tal denominagdo, grupo do B. cereus, apesar de ndo ser taxondmica, denota um
agrupamento legitimo das espécies envolvidas baseado na similaridade entre as
sequéncias do gene do RNAr 16S destas espécies. Atualmente o género Bacillus, pode
ser dividido em seis grupos, denominados Bacillus RNA grupo 1 a grupo 6, sendo que
as espécies do grupo do B. cereus ficam agrupadas na subdivisdo 3 do grupo 1
(STACKEBRANDT & SWIDERSKI, 2002). Apesar desta divisdo, a grande
similaridade entre as sequéncias do /oco do RNAr 16S apresentada pelas linhagens
destas espécies ¢ uma das justificativas centrais para discussdes taxonOmicas deste
grupo de bactérias (VILAS-BOAS et al., 2007).

Entre os organismos investigados neste trabalho, B. anthracis, B. cereus e B.
thuringiensis, o primeiro ¢ uma bactéria formadora de endosporos que provoca antraz
por inalagdo, por isso tornou-se um assunto muito estudado como resultado de seu uso
em um ataque de bioterrorismo nos Estados Unidos em setembro e outubro de 2001
(READ, 2003).

Bacillus cereus ¢ onipresente na natureza. Enquanto a maioria dos isolados
parece ser inofensivos, alguns estdo associados a doencas transmitidas por alimentos,
doengas periodontais e outras infec¢des graves como a Sindrome Diarreica de Apari¢ao
Tardia ¢ a Sindrome Emética de Aparigdo Rapida (BARRETO, 2000). Cepas como B.
cereus G9241 identificadas a partir de infecgdes, apontaram B. cereus inclusive como
agente causador de pneumonia grave em um soldador de Louisiana em 1994 (HAN et
al., 2000).

Intimeras linhagens de B. cereus foram reconhecidamente envolvidas em casos
de intoxicacdes gastrointestinais, causadas pela ingestdo de alimentos, produzindo
diarreias e vomitos (KOTIRANTA et al., 2000). Esta natureza oportunista de B. cereus

como patdgeno estd relacionada com sua capacidade de produzir intimeros fatores de



viruléncia ndo especificos, incluindo fosfolipases, hemolisinas e enterotoxinas
(DROBNIEWSKI, 1993).

As razdes que tornam o B. cereus um importante agente de contaminac¢do na
industria de alimentos referem-se a fatores como de que esporos onipresentes,
ocasionando problemas de contaminacdo relacionados a maquinaria de processamento
ou nos materiais das embalagens. Tais problemas relacionam-se a caracteristica adesiva
dos esporos de diversas cepas, com a posterior formagdo de biofilmes, além de esporos
e células vegetativas poderem apresentar boa tolerdncia a variados tratamentos de
esterilizagdo considerados seguros (HEYNDRICKX E SCHELDEMAN, 2002).

B. thuringiensis ¢ a bactéria mais conhecida e estudada entre as linhagens
pertencentes ao grupo B. cereus (VILAS-BOAS et al., 2007). A caracteristica
entomopatogénica ¢ o que distingue B. thuringiensis dos outros bacilos do grupo, e
deve-se a formagdo de proteinas denominadas Cry, formadas durante o ciclo de
esporulacdo e liberada na forma de cristal juntamente com um esporo elipsoidal
(CRICKMORE et al., 1998). Os cristais proteicos sdo toxicos, principalmente para
insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera,
Dictyoptera, Orthoptera, Mallophaga, além de nematoides (Strongylida, Tylenchida),
protozoarios (Diplomonadida) e 4caros (Acari) (FEITELSON et al., 1992; SCHNEPF et
al., 1998), ndo apresentando qualquer dano aos mamiferos, aves, anfibios ou répteis.

Os primeiros produtos utilizando B. thuringiensis no controle de insetos pragas
da agricultura e vetores de doengas comegaram a ser comercializados em 1938. Em
1950, com a implementagdo de novas tecnologias como o uso de fermentadores e com a
descoberta de novas subespécies de B. thuringiensis, houve um aumento na producao e
na comercializa¢do dos produtos a base de B. thuringiensis, o que ampliou o nimero de
insetos-alvo controlados (ARANTES, VILAS-BOAS, 2012). Neste trabalho
apresentamos os resultados de um pipeline desenvolvido de forma a identificar genes
para RNAs nao codificantes (ncRNAs), genes que produzem moléculas de RNA
funcionais ao invés de codificacdo de proteinas. Os resultados obtidos, em conjunto
com outros estudos acerca da especificidade de hospedeiro e nicho ecoldgico da bactéria
sdo também caracteristicas importantes, que devem ser consideradas na definigdo

taxondmica.



2  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Conceitos em Bioinformatica

Em 17 de julho de 2000, o comité de definicao BISTIC (Biomedical Information
Science and Technology Definition Committee), comissdo presidida pelo Dr. Michael
Huerta, do Instituto Nacional de Satide Mental, juntamente com a equipe de experts
Gregory Downing e Belinda Seto, publicou as seguintes defini¢cdes de bioinformatica e
biologia computacional, reconhecendo que nenhuma definicdo poderia eliminar
completamente sobreposicdes com outras atividades ou impedir variagdes de
interpretacdo por diferentes individuos e organizag¢des, mas propondo um consenso para

a comunidade bioinformatica internacional (Biomedical Computation Review, 2000):

- Bioinformatica: pesquisa, desenvolvimento ou aplicacdo de ferramentas
computacionais e abordagens para a expansdo do uso de dados bioldgicos, médicos,
comportamentais ou de saude, incluindo métodos para adquirir, armazenar, organizar,

arquivar, analisar ou visualizar tais dados (BISTIC, 2000).

- Biologia Computacional: desenvolvimento e aplicacdo de dados analiticos e
métodos tedricos, modelagem matematica e técnicas de simulacdo computacional para o

estudo dos sistemas bioldgicos, comportamentais e sociais (BISTIC, 2000).

2.1.1. O Trabalho in silico: Conceito

A expressdo in silico ¢ utilizada no ambito da simulagcdo computacional e areas
correlatas de forma a indicar um processo desempenhado mediante uma simulagdo
computacional. A expressao foi cunhada a partir das expressoes latinas in vivo e in vitro,
frequentemente usadas nas Ciéncias Biologicas, tendo sido utilizada inicialmente em
um workshop sobre “Autdématos Celulares: Teoria e Aplicagcdes" (Los Alamos, EUA,
1989). Embora in silico ndo tenha um correlato em Latim, pois a expressao correta seria
in silicio, a literatura ¢ a comunidade internacional adotaram prontamente o termo in
silico que hoje aparece inclusive no titulo de periddicos como o in silico Biology,
indexado em plataformas como: Pubmed, MEDLINE, Embase, Elsevier BIOBASE,

Biological Abstracts, entre outros.



A expressdo in silico ¢ comumente usada apenas para denotar simulagdes
computacionais que modelam um processo natural ou de laboratério e nao para calculos
computacionais genéricos. Mediante a utilizagdo de simulacdes computadorizadas,
objetiva-se poupar tempo, materiais e recursos auxiliando o trabalho de pesquisa,
embora exista a necessidade de um maior conhecimento por parte dos proponentes de
tal pesquisa, acerca do tema (dominio de estudo) a ser desenvolvido (TRAVASSOS &
BARROS, 2003), conforme tdpicos listados a seguir:

- Desempenho: desafio relacionado ao processamento dos dados, ao uso de
infraestruturas e a ambientes para alto desempenho;

- Identificacdo de requisitos: desafio relacionado ao desenvolvimento de
novas técnicas de identificacdo de requisitos;

- Armazenamento: desafio relacionado ao armazenamento do alto volume de
dados gerados e dos fatores associados a sua manipulagao;

- Colaboragao: desafio relacionado ao impacto da colaboracdo entre
profissionais da T.I. e outros cientistas e ao uso de ferramentas que auxiliem a
modelagem colaborativa;

- Visualizag¢do: desafio relacionado ao desenvolvimento de algoritmos e

técnicas de visualizagdo dos resultados gerados.

Travassos & Barros (2003) apresentam uma taxonomia para estudos
experimentais em Engenharia de Software, de onde destacamos as duas definicdes de
interesse para este estudo, o conceito de in virtuo, representando experimentos onde o
ambiente ¢ representado através de modelos computacionais, que descrevem a realidade
com qual os participantes interagem diretamente. O outro conceito, in silico, descreve
onde tanto os participantes quanto o ambiente ¢ objeto de estudo sdo descritos como
modelos computacionais, ndo havendo (ou reduzindo ao méximo) qualquer tipo de

intervencdo humana.

2.2. Genémica Comparativa

Sobrevivéncia, um imperativo bioldgico ¢ um dos motores de propulsdo da
histéria, materializado na preocupagdo com os riscos potenciais da utilizagdo de novas

tecnologias e fontes de energia, esse foi um dos motivos que levaram o Departamento



de Energia Norte-Americano (DOE) a iniciar um processo que resultaria nos primordios
do Projeto Genoma Humano (HGP) em 1990. Com o intuito de obter uma sequéncia
gendmica humana de referéncia, tal projeto foi concluido em abril de 2003. Como
evento de grande vulto, os recursos tecnologicos gerados por ele levariam ao inicio de
muitos outros projetos genoma tanto publicos como em setores privados.

Analises de dados disponiveis em repositorios como o GOLD (Tabela 1)
demonstram uma nitida preferéncia pelo sequenciamento de genomas bacterianos (de
menor tamanho que os genomas eucaridticos e, portanto, mais faceis de serem

analisados) e genomas com importancia biomédica ou biotecnoldgica.

Tabela 1: Projetos registrados no banco de dados GOLD

Tipo Dominios de pesquisa N2 Projetos

Sequenciamento completo i 46381

de genomas

Projetos completos - 25200

Projetos em andamento - 15802
10917

i t let Bacteria
Sequenciamento completo (Género Bacillus: 225)

Sequenciamento completo Eukaria 4218
Sequenciamento completo Virus 427
Sequenciamento completo Archaca 239
Total geral de projetos - 49640

Fonte: Banco de dados GOLD - Genomes Online Database, Jan. 2015.

A multidisciplinaridade de areas e notadamente a bioinformatica e a biologia
computacional possibilitaram a comunidade cientifica inumeras aplicagdes em
genomica (TRAVASSOS & BARROS, 2003). Conceituada como a obtengdo e analise
de sequéncias gendmicas completas de inimeros organismos, os trabalhos em gendmica
somados as tecnologias de alto desempenho na geracdo e andlise de dados como a
transcriptomica e a protedmica, tem permitido a comunidade cientifica o uso de
abordagens sistémicas (abrangentes), no estudo da estrutura, organizagdo e evolugdo de
genomas, expressdo diferencial de genes e proteinas, predi¢ao e classificagdo funcional

de genes (CATANHO; DEGRAVE; MIRANDA, 2008, p. 20).



Uma das novas abordagens ¢ a genOmica comparativa que consiste na analise e
comparacao do material genético de diferentes espécies ou cepas, com o propdsito de
estudar a estrutura, organizagao e evolucao dos genomas juntamente com as funcdes dos

genes e regides ndo codificantes, um dos objetivos deste trabalho.

2.2.1. Comparacoes: Regioes Nao Codificantes

A regulacdo transcricional ¢ um mecanismo adaptativo importante em procariotos.
Seus elementos chave s3o as proteinas regulatorias e os sinais regulatorios localizados
em regides extra génicas. Desta forma, o trabalho de comparacdo de regides nao
codificantes em genomas de diferentes espécies procaridticas t€ém sido muito util para a
identificagdo e caracterizacdo de segmentos genomicos regulatorios (PAREJA et al.,
2006), auxiliando no entendimento dos circuitos genéticos de regulacdo transcricional
nestes organismos. Tais abordagens levam em consideragdo a suposicdo de que as
regidoes funcionalmente importantes sofrem a pressdo seletiva e, tendendo portanto a
evoluir a taxas menores comparativamente as regidoes sem papel funcional (WEI et al.,

2002).

2.3. Caracteristicas Gerais e Taxonomia do Grupo Bacillus cereus

Segundo ROH et al 2007, B. thuringiensis ¢ um patdgeno de insetos, B. cereus ¢
uma bactéria conhecida principalmente por causar intoxicacdo alimentar, além de
diarreia e vomitos podendo também causar infec¢cdes mais graves (DROBNIEWSKI,
1993). B. anthracis, o agente etioldégico do antraz, encontra-se em todo o mundo e ¢
capaz de infectar virtualmente todos os mamiferos. E uma questdo de debate se essas
bactérias representam trés espécies distintas ou subespécies de B. cereus sensu lato
(DAFFONCHIO, 2000 e HELGASON, 2000).

As caracteristicas de cada espécie, bem como o perfil de patogenicidade sdo
determinados por genes frequentemente presentes em plasmideos (como o gene crylAc
em B. thuringiensis). Com relacdo aos produtos dos genes, podem ser considerados
toxinas e capsula de B. anthracis, as proteinas cristal inseticidas de B. thuringiensis, € a
sintese de cereulide em variedades eméticas de B. cereus. No entanto, outros fatores de
viruléncia como fatores hemoliticos, motilidade, e resisténcia a antibidticos sdo

codificados por genes presentes geralmente nos cromossomos (KLEE, 2010).



B. anthracis é um clado altamente monofilético, sendo que seus isolados sdo
diferenciados por meio da identificacdo de polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) e
um numero varidvel de repeticdes em série (VNTRs) (VAN ERT et al., 2007; KEIM et
al., 2000). Uma exotoxina tripartite ¢ uma capsula de acido poli-D-glutdmico, expresso
como o principal determinante de viruléncia, sdo essenciais para a patogenicidade
completa e sdo codificados por genes presentes nos plasmideos pXO1 e pXO2 (CHUN
et al., 2012). O agente patogénico ¢ capaz de causar edema e morte celular pelo triplice
complexo de toxina: o antigeno protetor, o fator de edema e o fator letal (MOCK &
MIGNOT, 2003). A produgdo de uma céapsula de acido poli glutamico permite ao
organismo escapar do sistema imune (FOUET & MESNAGE, 2002).

Fatores de viruléncia sdo codificados no plasmideo toxina pXO1 (MURAWSKA
et al,, 2013), e no plasmideo céapsula, pXO2 (MAKINO et al., 1989). Embora as
sequéncias de pXO1 e em menor extensdo da pXO2 estejam largamente distribuidas
entre as cepas do grupo B. cereus, a presenca de plasmideos que contém os genes da
toxina e da capsula ocorre apenas raramente (PANNUCCI et al., 2002).

B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis sdo organismos que se destacam
devido aos diferentes impactos que apresentam na atividade humana. B. thuringiensis ¢
amplamente utilizado no controle de insetos considerados como pragas agricolas e
vetores de doencas (SCHNEPF et al., 1998). O B. cereus pode ser considerado como
um patdgeno oportunista devido a seu envolvimento em eventos de contaminagdo
alimentar (KOTIRANTA et al., 2000). O B. anthracis por sua vez ¢ um patogeno de
animais agindo inclusive sobre a espécie humana sendo conhecido por sua capacidade
de produzir uma toxina letal, também utilizada como arma biolégica (JERNIGAN et al.,
2002).

A semelhanca morfolégica entre esporos e células vegetativas em B.
thuringiensis, B. anthracis e B. cereus pode ser verificada ao microscopio Optico mas
foram as diferencas fenotipicas entre as trés variedades fez com que fossem
classificados inicialmente como espécies distintas. Alguns genes responsaveis pelas
caracteristicas fenotipicas divergentes de B. thuringiensis e B. anthracis estdo presentes
em grandes plasmideos que podem ser transferidos para outras linhagens do grupo B.
cereus através de mecanismos de transferéncia horizontal de genes como a conjugacao,
transducdo e a transformagdo, e também rearranjos genéticos promovidos por elementos

moéveis de DNA (VILAS-BOAS et al., 2007).



A dificuldade de resolucdo taxonOmica entre as linhagens de B. cereus ¢ B.
thuringiensis deve-se a extensiva similaridade de seus genomas e também ao grau de
polimorfismo genético. Carlson et al. 1994, em uma das primeiras investiga¢des quanto
as relacdes taxonOmicas em questdo, utilizou eletroforese em gel de campo pulsado
(Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE), e também eletroforese de aloenzimas
(Multilocus Enzyme Electrophoresis, MLEE).

Como foi observado um alto grau de variabilidade genética interespecifico e
intraespecifico e ndo sendo possivel a divisdo em duas espécies, foi sugerido o
agrupamento de B. cereus e B. thuringiensis como uma Unica espécie. A analise de
sequéncias de genes cromossomicos € mesmo outros estudos usando MLEE revelaram
um alto grau de similaridade genética indicando a falta de diferenciacdo entre B.
thuringiensis e B. cereus (HELGASON et al., 1998, 2000).

Por outro lado, autores como Ticknor, 2001, afirmam que no sequenciamento de
DNAr 168, resultados de polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados
(AFLP) e MLEE, -evidenciaram o alto grau de polimorfismo entre B. cereus ¢ B.
thuringiensis apontando que para uma caracterizagdo destas espécies seria insuficiente
a simples andlise de um numero limitado de linhagens.

As andlises utilizando-se de outras ferramentas genéticas mostram resultados
controversos quanto a taxonomia de B. cereus, B. thuringiensis ¢ B. anthracis, com
trabalhos que ora distinguem as trés espécies de Bacillus como unidades taxondmicas
distintas, ora como linhagens de uma mesma espécie. Desta forma, tem se mostrado
relevante, acrescentar aos estudos genéticos, estudos relacionados a ecologia das
linhagens do grupo B. cereus. A soma destas duas areas pode, de forma elucidativa,

contribuir para a defini¢io taxondmica deste grupo (FAZION;VILAS-BOAS, 2012).

2.3.1. Bacillus anthracis
Bacillus anthracis ¢ uma bactéria formadora de endosporos que provoca antraz
por inalagdo (READ, 2003). Os membros desta espécie ndo sdo moveis, € sdo todos
caracterizados pela presenga de quatro profagos e uma mutacdo sem sentido no gene

regulador plcR (KLEE et al., 2010)".

! Este estudo apresenta variadas tabelas com analise comparativa de caracteristicas entre as espécies e
arvore filogenética, tal material apresenta relevancia para o presente estudo devendo ser revisado
posteriormente.



O antraz, infec¢do bacteriana muitas vezes fatal, ocorre quando enddésporos de B.
anthracis entram no corpo através de lesdes na pele, por inalagdo ou ingestdo. Além de
sua capacidade de causar antraz, este agente tornou-se famoso como uma arma
bioldgica devido ao seu uso em um ataque de bioterrorismo nos Estados Unidos em
setembro e outubro de 2001. Tal agente apresenta enddsporos muito resistentes ao meio
ambiente. Durante o curso da doenga, endosporos sao tomados por macrofagos
alveolares e germinam em compartimentos fagolisossomais e, ao escaparem do
macrofago, as células vegetativas acabam eventualmente infectando a corrente
sanguinea (DIXON, 1999).

Estudos anteriores sugeriram que o B. anthracis ames ancestor, o isolado Ames
original contendo o plasmideo virulento apresenta-se como referéncia ideal, servindo
como modelo para o estudo de outras cepas classificadas como B. anthracis (RAVEL et
al., 2008). A primeira sequéncia descrita foi da estirpe virulenta conhecida como Ames
ancestor (ancestral Ames, nomenclatura criada para distingdo quanto a seus
descendentes). Este bacilo foi isolado em 1981 a partir de um cadaver de novilha

Beefmaster de 14 meses de idade em Sarita no Texas.

2.3.2. Bacillus cereus

Bacillus cereus ¢ onipresente na natureza, enquanto a maioria dos isolados
parecem ser inofensivos, alguns estdo associados a doengas transmitidas por alimentos,
doengas periodontais e outras infec¢cdes mais graves. Variedades como B. cereus G9241
identificadas a partir de infecgdes o apontaram inclusive como agente causador de
pneumonia grave em um soldador de Louisiana em 1994 (HAN et al., 2006).

B. cereus ¢ uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos, movel pela
presenga de flagelos peritriquios, aerdbia, anaerobia facultativa, mesofila. Devido a sua
ampla distribuicdo no ambiente, como o solo ¢ a vegetacdo, também ¢é considerada
saprofita de solo, sendo encontrada também em alimentos de origem vegetal, animal e
produtos lacteos (GRANUM et al., 1993).

Intimeras linhagens de B. cereus, foram reconhecidamente envolvidas em casos
de intoxicagdo gastrointestinal, causados pela ingestdo de alimentos contaminados,
produzindo diarreias e vomitos (KOTIRANTA et al., 2000). Esta natureza oportunista
de B. cereus como patogeno ¢ relacionada com sua capacidade de produzir inimeros
fatores de viruléncia nao especificos, incluindo fosfolipases, hemolisinas e

enterotoxinas (DROBNIEWSKI, 1993).



As razdes que tornam o B. cereus um importante agente de contaminac¢do na
industria de alimentos referem-se a varios fatores, como de que seus esporos estdo em
todos os lugares, o que torna praticamente impossivel impedir sua presenca em
alimentos crus e em ingredientes. Contaminagdes ocorrem inclusive devido a
deficiéncias na maquinaria de processamento ocasionada pelo desgaste ou inadequagao,
ou ainda deficiéncias nos materiais das embalagens. Mesmo processos como a
pasteurizagdo sdo eficientes para matar células vegetativas, mas ndo esporos. Outro
fator relevante, esporos de diversas cepas de B. cereus tém caracteristicas adesivas, o
que facilita sua fixagdo as superficies de encanamentos e equipamentos de
processamentos com a posterior formacao de biofilmes. E ainda, esporos e células
vegetativas podem apresentar boa tolerancia as condi¢cdes como tratamentos por baixas
temperaturas e baixo pH, comumente considerados métodos seguros de esterilizacdo

(HEYNDRICKX E SCHELDEMAN, 2002).

2.3.3. Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis ¢ a bactéria mais conhecida e estudada entre as linhagens
pertencentes ao grupo B. cereus (VILAS-BOAS et al, 2007). A caracteristica
entomopatogénica ¢ o que distingue B. thuringiensis dos demais bacilos do grupo, como
B. cereus e deve-se a producdo de proteinas denominadas Cry, formadas em seu ciclo de
esporulacdo, normalmente junto com um esporo elipsoidal. Tais proteinas se juntam e
cristalizam ainda dentro da célula vegetativa, formando cristais proteicos
(CRICKMORE et al., 1998). Os cristais proteicos sdo toxicos, principalmente para
insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera,
Dictyoptera, Orthoptera, Mallophaga, além de nematoides (Strongylida, Tylenchida),
protozoarios (Diplomonadida) e 4caros (Acari) (FEITELSON et al., 1992; SCHNEPF et
al., 1998), ndo apresentando qualquer acdo aos mamiferos, aves, anfibios ou répteis.

As proteinas Cry, inicialmente na forma de protoxinas sao solubilizadas em
mondmeros e, através de proteases presentes no intestino do inseto alvo, sdo clivadas e
passam para sua forma ativa. Nesta forma liga-se a receptores especificos presentes na
porcao apical das microvilosidades do intestino médio do alvo, levando o inseto a morte
devido a formagao de poros e posterior lise das células epiteliais (SCHNEPF et al.,
1998).

Os primeiros produtos utilizando B. thuringiensis no controle de insetos pragas

da agricultura e vetores de doengas comecaram a ser comercializados em 1938. Em



1950, com a implementagdo de novas tecnologias como o uso de fermentadores e com a
descoberta de novas subespécies de B. thuringiensis, houve um aumento na producao e
comercializacdo dos produtos a base de B. thuringiensis, o que ampliou o nimero de

insetos-alvo controlados. Sobre a utilizagdo comercial temos que:

A principal caracteristica que diferencia os produtos a base de B.
thuringiensis de outros produtos comercialmente disponiveis € a atividade
entomopatogénica restrita, ou seja, a maioria dos produtos a base de B.
thuringiensis apresenta espectro de agdo somente a um ou poucos insetos.
Além disso, os produtos sdo indcuos a outros animais, além de ndo
contaminar o ambiente ¢ ndo favorecer a rapida sele¢@o de insetos resistentes,
0 que acontece frequentemente quando se utiliza produtos agroquimicos
sintéticos (ARANTES, VILAS-BOAS, 2002)

Considerando a utilizagdo de bioinseticidas, pode-se dizer que a utilizagdo de
produtos a base de B. thuringiensis permite integrar estratégias de manejo no controle

de insetos praga, preservando seus inimigos naturais.

2.4. Gendomica do Grupo Cereus

O termo “Grupo do Bacillus cereus” nao ¢ um termo taxondmico, mas tem sido
comumente utilizado e refere-se a um grupo de bactérias cuja relagdo taxondmica vem
sendo amplamente discutida. Composto por seis espécies, tem como uma importante
caracteristica a taxonomia controversa de seus componentes. Na literatura pode-se
encontrar diversas metodologias que ja foram empregadas com intuito de realizar a
caracterizacdo molecular dessas espécies com graus variados de sucesso. Entre essas
metodologias destacam-se aquelas baseadas em PCR (Rep-PCR, RAPD, Box-PCR) ¢ as
baseadas em sequenciamento de DNA (MLVA, MLST, sequenciamento do genoma
total).

Duas metodologias para tipagem de cepas do grupo do Bacillus cereus sensu
lato se encontram atualmente bastante difundidas: o Rep-PCR e o MLST. Estas
metodologias, que se baseiam na analise de diferentes regides do genoma, vem se
destacando como sendo as principais ferramentas utilizadas em estudos filogenéticos
dessas espécies.

O Rep-PCR que tem como alvo uma sequéncia Bc-Rep 26pb altamente
conservada e especifica para as espécies B. cereus, B. anthracis ¢ B. thuringiensis
mostrou-se capaz de gerar padroes de bandas caracteristicos dos diferentes sorotipos de
B. thuringiensis e fraca amplificacdo com B. subtilis e vem demonstrando ser util na

tipagem dessas espécies.



O MLST tem sido amplamente utilizado como o principal método de tipagem
para analisar as relacdes genéticas das espécies que compdem o grupo do B. cereus
sensu lato. Informagdes geradas por esta metodologia vém permitindo uma visdo
integrada da estrutura gendmica e populacional das espécies do grupo. Em suma, muitos
estudos tém sido realizados na estrutura populacional, com é&nfase particular na
ocorréncia e distribuicao de tipos patogénicos. No entanto, a evolucdo e a estrutura

populacional das seis espécies que compdem o grupo B. cereus sensu lato permanecem

indefinidas (VIVONI, 2011).

2.5. RNAs Nao Codificadores

2.5.1. Historico

O primeiro ncRNA caracterizado foi uma alanina tRNA, encontrada na levedura

de padeiro (Saccharomyces cerevisiae), tendo sua estrutura publicada em 1965. Para
produzir uma amostra purificada, HOLLEY et al. utilizaram 140 kg de levedura
(fermento comercial para pao) de forma a obter 1g de tRNA purificado para andlise
(HOLLEY et al.,1965).
Em uma segunda etapa foi realizado um trabalho de cromatografia e identificagdo dos
terminais 5' e 3', de forma a organizar os fragmentos para o estabelecimento da
sequencia do RNA. Tal trabalho garantiu o Prémio Nobel em Fisiologia ¢ Medicina
(1968) a Robert W. Holley, Har Gobind Khorana e Marshall W. Nirenberg, "por sua
interpretacdo do codigo genético e sua funcdo na sintese proteica" (Nobel Media Online,
Abr. 2014).

Entre as estruturas originalmente propostas para tal RNAt (HOLLEY et
al.,1965), a estrutura em "trevo" foi sugerida independentemente em varias publicagdes
seguintes (MADISON et al.,1966; ZACHAU et al.; 1966, CRAMER et al., 1968;
DUDOCKS et al., 1969). Contudo, a estrutura secundaria de folha de trevo, finalizada
mediante analise de cristalografia de raios-X, seria realizada somente em 1974, por dois

grupos independentes (KIM et al., 1973, LADNER et al., 1975).

2.5.2. Conceitos
Um RNA nio-codificante (ncRNA) ¢ definido como qualquer molécula de RNA
que ndo ¢ traduzida em proteina. Embora o termo pequeno RNA (small RNA ou sRNA)

ainda seja usado para bactérias, alguns ncRNA sdo muito grandes. Sinénimo de uso



menos frequente sdo npcRNA (non-protein-coding RNA), nmRNA (non-messenger
RNA), snmRNA (small non-messenger RNA), fRNA (functional RNA). Os RNAs nao
codificantes pertencem a vdarios grupos, estando envolvidos em muitos processos
celulares. Estes variam de ncRNAs de importincia central que sdo conservados em
todas ou na maior parte da vida celular através de ncRNAs mais transitorios especificos
para uma ou algumas espécies estreitamente relacionadas. Os ncRNAs mais
conservados sdo considerados fosseis moleculares ou reliquias do LUCA (Last
Universal Common Ancestor) e do primitivo mundo de RNA (JEFFARES et al., 1998).

Genes para RNAs ndo codificantes (ncRNAs) produzem moléculas de RNA
funcionais ao invés de proteinas. No entanto, quase todos os meios de identificacdo de
genes supdem que estes codificam proteinas, e devido a isto, mesmo com a utilizagdo
de sequéncias gendmicas completas os genes codificadores para ncRNA muitas vezes
nao foram detectados. Recentemente, varias sistematicas diferentes tém identificado um
nimero surpreendentemente grande de novos genes ncRNA. Os RNAs nao codificantes
parecem ser particularmente abundantes em fungdes que requerem o reconhecimento
altamente especifico de acido nucleico, assim como na regulacdo pds-transcricional da
expressdo génica ou modificacdes na orientagdo do RNA (EDDY, 2001).

A analise computacional de sequéncias dos genomas, que foi revolucionaria para
a analise de genes e proteinas, também deve ser capaz de responder a questdes sobre o
nimero e diversidade de genes de RNAs ndo codificantes. No entanto, RNAs ndo
codificantes apresentaram a genOdmica computacional um novo conjunto de desafios

(EDDY, 2002).

2.6. Estratégias para a obtencao de sequéncias de ncRNAs

2.6.1. Extracao das Regioes Intergénicas: Software Artemis
O Artemis ¢ um visualizador de sequéncias de DNA e também uma ferramenta
de anotagdo que permite a verificacdo de caracteristicas das sequéncias bem como
dos resultados das andlises dentro do contexto da sequéncia e de seus seis quadros de
traducdo (seis frames). Sua func¢ao de extracdo de regides intergénicas pode ser utilizada
como passo inicial para metodologias de identificagdo de ncRNAs. O Artemis V.16.0.0
¢ codificado em Java e processa sequéncias de formato EMBL ou GenBank e tabelas,

podendo trabalhar com sequéncias de todos os tamanhos sem limitagdo, tendo sido



publicado como um software livre sob os termos da GNU General Public License

(Manual Artemis: Genome Research Limited, 2014).

2.6.2. Banco de Dados Rfam e o Pacote de Software Infernal

O Rfam, sigla para RNA Families (NAWROCKI et al., 2003) ¢ um banco de
dados contendo informacodes sobre familias de ncRNAs e outros elementos de RNA
estruturados. E um banco de dados de anotacdes, de acesso livre, mantido pelo Instituto
Wellcome Trust Sanger e colaboradores. Os ncRNAs, ao contrario das proteinas, muitas
vezes possuem estruturas secundarias muito semelhantes, contudo sem similaridades
quanto a sequéncia primaria. O Rfam divide os ncRNAs em familias com base na
evolucdo de um ancestral comum, de forma que, partindo de alinhamentos multiplos
de sequéncias destas familias, pode-se inferir informagdes sobre a sua estrutura e fungao
(GRIFFITHS-JONES et al., 2003).

A interface no site Rfam permite aos usuarios pesquisar ncRNAs por palavra-
chave, nome de familia, ou genoma, bem como a busca por sequéncias de ncRNA ou
nimero de acesso EMBL. A base de dados de informacao também est4 disponivel para
o download, instalagdo e utilizagdo usando o pacote de software INFERNAL
"INFERence of RNA ALignment" (NAWROCKI & EDDY, 2014) , que pode ser usado
com o Rfam para anotagdo de sequéncias homologas a ncRNAs conhecidos, incluindo
genomas completos (GRIFFITHS-JONES et al., 2005). Infernal ¢ um software
desenvolvido para a pesquisa de estruturas de RNA e de similaridades entre sequéncias
a partir de bancos de dados de sequéncias de DNA. E uma implementagdo para um
caso especial de gramadticas de perfil estocastico (gramaticas livres de contexto)
chamadas modelos de covariancia (CMs). Um CM ¢ como um perfil de sequéncia, mas
ele pontua uma combinagdo entre o consenso de sequéncia e o consenso da estrutura
secundaria do RNA. Portanto em muitos casos, ¢ mais capaz de identificar RNAs
homologos que conservam mais sua estrutura secundaria do que a sua sequéncia

primaria (NAWROCKI & EDDY, 2013).

2.6.3. Suite sSRNAscanner
Classificado como um dos varios métodos de inferéncia computacional, o
sRNAscanner ¢ uma ferramenta para detec¢do de unidades transcricionais (TUs)
especificas de pequenos RNAs (smalRna, sSRNA) em arquivos de sequenciamento de

genomas completos de bactérias. Inicialmente ele utiliza uma matriz de peso posicional



(PWM, positional weight matrix - Hertz and Stormo, 1999) para identificar os sinais
transcricionais intergénicos “orfaos”, posteriormente sao identificados e analisados os
sinais mais significativos usando um algoritmo eficiente de coordenadas, para
identificar unidades de transcricdo intergénicas. As unidades transcricionais
identificadas sdo entdo diferenciadas em ndo-codantes e codantes com base na presenca
de sitios de ligagao do ribossomo (RBS, ribosome binding sites) e codons de iniciagao
(SRIDHAR et al, 2010). Exemplificando: uma matriz de peso posicional (PWM)
descreve dados positivos de treinamento em sequéncias de DNA, tais dados sdo usados
posteriormente para facilitar a identificacdo eficiente de SRNA em regides intergénicas
do DNA bacteriano. Assim ¢ possivel utilizar a ferramenta “PWM _create”, componente
da suite sRNAscanner, para a construcio de uma PWM descritiva de sinais
transcricionais especificos para sRNA, experimentalmente definidos (Ex: boxes

promotores -35 e -10 e sinais terminadores independentes de rho) (SRIDHAR, 2009).

2.6.4. Non-coding RNA Databases Resource: NRDR

O NRDR ¢ uma ferramenta desenvolvida para a recupera¢do de informagdes a
partir de bancos de dados de ncRNAs, fruto de um trabalho em conjunto entre os grupos
de Bioinformatica da USP, Instituto de Matematica e Estatistica IME, Instituto de
Quimica e Equipe do Laboratorio de Bioinformatica da UTFPR, Campus de Cornélio
Procopio (PASCHOAL et al., 2012). Tal ferramenta, disponibilizada via web, foi
desenvolvida de forma a possibilitar uma integracdo, incluindo em seu mecanismo de
buscas o crescente nimero de bases de dados de ncRNAs. Este trabalho agrupa
atualmente 102 bancos de dados publicos, utilizando quatro categorizagdes para
classificar estes bancos e assim auxiliar os pesquisadores na busca das informagdes
necessarias as suas pesquisas. Estas categorias sdo: familia de RNA, fonte e conteudo
das informagdes e mecanismos de busca disponiveis. Seu banco de dados ¢ atualizado a

cada seis meses mediante processo de curadoria manual dirigida pela literatura.

2.7. Anotacio Génica

A anotagdo génica ¢ um processo que inclui varios procedimentos sequenciais
como: a anotacdo em nivel de nucleotideos, anotacdo em nivel de proteinas e anotagdo
em nivel de processo. Na anotacdo em nivel de nucleotideos procura-se encontrar a
localizagao fisica das sequéncias de DNA e descobrir onde estdo genes, RNAs,

elementos repetitivos, etc. No processo de anotacdo em nivel proteico procura-se



descobrir a provavel fun¢do dos genes, identificando quais sdo aqueles que determinado
organismo possui € quais ndo possui. A anotacdo em nivel de processo, objetiva
identificar vias e processos nos quais diferentes genes interagem, montando uma

anotac¢ao funcional eficiente (STEIN, 2001).



3 OBJETIVOS

3.1. GERAL

Localizar e caracterizar RNAs ndo codificadores a partir de bancos de dados

publicos de sequéncias, em isolados de Bacillus anthracis, B. cereus e B. thuringiensis;

3.2. ESPECIFICOS

- Mediante técnicas de bioinformatica, efetuar a identificagdo posicional dos
segmentos de RNAs ndo codificadores nos genomas publicos de B. thuringiensis, B.
anthracis e B. cereus;

- Possibilitar uma melhor compreensao do papel dos ncRNAs no funcionamento
dos genes em processos biologicos sobretudo aqueles relacionados ao controle

biologico e fatores de viruléncia;



4 MATERIAL E METODOS

4.1.1. Softwares: Aplicativos e Versoes Utilizadas
Foram empregados softwares de uso livre para andlise, processamento e
alinhamento de sequéncias além dos softwares desenvolvidos durante as pesquisas, para
tarefas especificas como os testes prévios de extragdo de ncRNA via coordenadas e
cargas do banco de dados PostgreSQL a partir do conjunto de dados especifico
produzido neste trabalho, funcionalidades ndo disponiveis nas comunidades de

software de bioinformatica (Tabela 2).

Tabela 2: Ferramentas utilizadas para o Pipeline desenvolvido neste trabalho

= e " - Ambiente
Ferramenta Versao Classificacdao Fungao Utilizada Utilizado (S.0.)
Visualizagao de Windows 7
Artemis V.16.0.0 Aplicativo sequéncias, Extragdode  /Linux Ubuntu
IGNs 14.04 LTS 64Bits
Pesquisa de estruturas de .
Infernal V.1.1 Aplicativo RNA a partir bancos de Linux Ubun.tu
A Server 64Bits
sequéncias de DNA
Banco de dados e " Linux Ubuntu
Rfam V.1.1 de ncRNA Classificacdo de familias 64Bits
sRNAscanner V.1.9 Aplicativo Deteccdo de TUs Linux Ubuntu
- P ¢ 14.04 LTS 64Bits
. .. o Windows 7
Sequence Ripper V.1,2e3 AplicativolJava Extracdo de IGNs 64Bits
Database Loader V.1 Aplicativo Java Carga de dados Wm.dows /
64Bits
PostgresQL V.9.1 SGBDOR e dadbdes | ICetEY
64Bits
. Gerenciador de Administracdo do Windows 7
PgAdmin i V1143 banco de dados PostgreSQL 64Bits
SQL Power Designer de o Windows 7
Architect V-1.0.7 Banco de dados Criagdo do DER 64Bits
Eclipse Indigo, IDE Desenvolvimento de Windows 7
P Kepler software 64Bits

Fonte: Pipeline do Laboratério de Bioinformatica CCB-UEL, 2014.

4.1.2. O Servidor: Hardware e Software
O principal equipamento utilizado para o processamento e armazenamento de
informagdes, a maquina servidora ou servidor, na qual foram realizadas as andlises

propostas, utilizou o Sistema Operacional (SO) Ubuntu 12.04 Server, ¢ SO Windows



Server 2012 com licenga de avaliagdo, para Junho 2013. O hardware utilizado foi um

servidor HP ProLiant ML350p GenS8.

4.1.3. Pipeline Desenvolvido
A seguir ¢ apresentado um diagrama exemplificando os procedimentos,
aplicativos, bancos de dados utilizados e etapas de processamento (o pipeline) para as

tarefas propostas (Figura 1):

Data Mining
GOLD

GELD A

http:/iwww.genomesonline.org/

Filtro: Projetos Ba. Bc. Bt
(Obtencgao IDs Gold-NCBI) (35 Genomas)
(GoldFiitros.xlIs)

Data Mining | = NCBI
2 -
i FTP - NCBI ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomes/Bacteria/

| Download dos Diretorios "
i Completos dos
: Projetos Selecionados

Ranking (Critérios):
Pipeline (Metodologia )
Anotagdo: manual X automatica

Publicagéo
(Ranking.xls)
Anotagdo GenBank (32 .ptt) Anotagao Proteinas ‘
(Gen.Str.Uid.NC.gbk) (32 Genomas) (Acession.gen.Str.Uid.ptt)
e \l’ N (32 .fna) Genoma no Formato Fasta
Artemis ’ (Acession.Gen_ Str.Uid.fna)
V.16.0.0 \
Re.giées !ntergéni_cas (27 Genomas)
Gen.Str.Uid.NC_ign_multi.fasta
L= Infernal € sRNAscanner LD
1. 1out- L NCEIN V.1.9 mar-2009
+Rfam DS ABASES
RESOURCE
——

PREDITOS: Posigées ncRNA
Gen.Str.Uid.NC.aln

Gen.Str.Uid.NC.out CANDIDATOS: Posigoes PREDITOS: Posigdes ncRN.
et o i g Gen.Str.Uid.NC_multi.fasta
Gen.Str.Uid.NC.tbl ncRNA_candidatos.csv i}

492.004 Candidatos . andidatos, (7.038 Candidatos)

%} < Carga de Dados: E
¢

Aplicativo Java i
— Java Database Loader

Regides - Consenso »,
Exgaga., diretaB.D.: | o " NcRNAGrupoCereus

scripts SQL PostgreSQL V.9.1
g (B.anthracis, B.cereus, B.thuringiensis)

Infernal sRNAScanner

Figura 1: Etapas do Pipeline, (A) Mineragdo de dados; (B) Escolha do material; (C) Extrag@o das regides
intergénicas; (D) Inferéncia computacional mediante trés estratégias diferentes:  Infernal, NRDR e
sRNAscanner; (E) Compilagdo dos dados em um B.D. proprio; (F) Extracdo das informagdes de

identificagdo, caracteriza¢do e agrupamento por organismo, espécie/cepa ¢ familia Rfam.



4.1.1. Mineracao de Dados: Linhagens utilizadas

Devido ao grande volume de dados empregados em gendmica, ¢ comum referir-
se ao processo de selecdo e pesquisa de dados como mineragdo de dados ou data
mining. Contudo a utilizagdo de tal terminologia na informéatica refere-se ao processo de
investiga¢do de grandes quantidades de dados em busca de padrdes consistentes, regras
de associagdo, de forma a evidenciar relacionamentos sistematicos entre variaveis,
detectando assim novos subconjuntos de dados. Neste trabalho o termo mineragao de
dados foi empregado no sentido biologico de busca e selecao.

Assim, os genomas completos dos organismos escolhidos, representantes das
espécies B. cereus, B. thuringiensis ¢ B. anthracis foram obtidos mediante busca nos
bancos de dados Gold (Genomes Online Database) e FTP do NCBI (National Center for
Biotechnology Information). O banco de dados GOLD foi inicialmente utilizado por
proporcionar a identificacdo de dados referentes aos projetos de sequenciamento
completos. Nesta andlise preliminar, visando a identificagdo de genomas de referéncia,
os projetos listados foram classificados identificando-se: a metodologia de trabalho
empregada (o pipeline de cada trabalho), uma breve descricdo sobre o foco dos
trabalhos e suas publicagdes bem como o fato da citagdo recorrente entre tais trabalhos,
sendo alguns identificados como sendo as primeiras descrigdes de cada genoma. Dentro
desta classificacdo, o tipo de anotagdo foi um dos itens que receberam um status de
maior relevancia, considerando-se anotagdes manuais ou com algum nivel de curadoria
de conteudo preferiveis aos processos de anotacdo completamente automatizados. A
classificagdo realizada possibilitou o estabelecimento de um ranking entre os projetos
pesquisados, de forma a esclarecer possiveis duvidas sobre a relagdo de confiabilidade
entre os projetos nas etapas posteriores. Tal ranking estabelece uma classificagao
numérica onde o menor valor significa maior importancia dentro de cada grupo. Uma
vez identificados, foram selecionados 35 genomas completos de acesso publico entre os
27.988 disponiveis até agosto de 2013, sendo 9 de B. anthracis, 13 de B. cereus, 12 de
B. thuringiensis e 1 de B. weihenstephanensis.

Como resultado da mineracdo de dados para classificagdo dos genomas foi
construida uma tabela interativa com links para os artigos publicados online e extensa
descri¢ao dos projetos, contendo os seguintes itens de identificacdo: identificador Gold

(GOLDSTAMP), identificacdo de ncRNA no projeto, linhagem, posi¢ao dos genes, link



alternativo (no caso de links Gold quebrados), GOLDSTAMP antigo, nome do
organismo, classificagdo sugerida, primeiro link para o artigo online, segundo link para
referéncias complementares, terceiro link para corre¢des do artigo, quarto link para o
documento PDF e outros formatos, publicacdo, referéncia anterior, tipo de anotagdo
génica, metodologia utilizada, dominio, classificagdo, identificador do tdxon no NCBI,
reino, filo, classe, ordem, familia, género, espécie, identificador do projeto NCBI, nome
do projeto no NCBI, cole¢do ou cultura, tipo de projeto, status do projeto, status de
sequenciamento, disponibilidade, centro de sequenciamento, financiamento € o nome do
pesquisador para contato.

Durante o processo de selegdo de materiais para o presente estudo, foi criada
uma versdo em meio eletronico da tabela contendo os links para os artigos que
embasaram as publicagdes dos variados projetos de sequenciamento completo dos
genomas selecionados. Apds andlise foi criada uma tabela resumida, uma versdo para
impressao da tabela em meio eletrdnico, contendo a classificacdo de 32 genomas para

estudo (Tabela 3):



Tabela 3: Analise comparativa de 32 projetos selecionados apés mineracio dos dados de interesse nos bancos
de dados publicos GOLD e FTP-NCBI

—EL Identificagdo  Organismo L s Referéncia . . .
GOLDSTAMP IFl']RDJECT de nl:RNg Lir?:agem Ranking* Sobre a Publicagéo i Tipo de Anotagéo Metodologia
Gc00993 33543 Sim B. anthracis A0248 — — — — —
Aponta Metodol. para outra Referéncia.
Reacdes de sequenciamento para fechar
Sequéncia editada lacunas, melhorar a cobertura, e resolver as
. Boa decumentacio: Revista - . ambiguidades de sequéncia. Cobertura de
Gc00136 309 Sim B. anthracis Ames 1 Nature V 423, maio 2003: Primeira descri¢io; :;;L;anl;rl\%rg;(T\GR) e regides ‘gap’ (SP1772) por sequenciamento
’ assistido por transposon (New England Biolabs
PGPS Transposon Kit) e mapeamento das
insercdes de transposons antes da montagem;
- Selecionado para suprir possivel  Primeira descricio N .
Gc00189 10784 Nao Eﬁgﬁ?iﬁggﬂes 3 caréncia de matenal com a de genoma — I\Ea'l‘c;::I?e':;rdo gir]'lsr::.h‘%é‘elra assembler,
amostra B. anthracis Ci; completo; pherog .
Gc009384 31329 Sim B. anthracis CDG 684 — — — — —
CDS: cura manual, verf.
por comp. com as bases
de dados pablicas: _
. - B.cereus biovar anthracis: - CDS e ORFs previstos com YACOP, usando:
Gc01313 36309 Sim B anthracis Gl 2 considerar B. cereus; — SwissProt, GenBank, . Glimmer ORF-finders, Critica & Z-curve:
ProDom, COG, e Prosite
utilizando o software de
anotagdo ERGO;
Sequenciamento: 454 GS-FLX (454 Life
- Sciences Corp. Basel, Sui¢a). Analise
Anotacdo via Uniref30 -
= ; T utilizando GLIMMER, tRNAscan-SE e
Gc02203 49361 Nao B. anthracis H3401 4 — — m:st‘an:%sbdg d:;?ggsr RNAmmer. Comparag8es na estrutura
nr, € - gendmica foram realizadas com ACT e
MUMmer;
Gc0o195 10878 N&o B anthracis Sterne — — — —
- Boa documentacdo: Utilizacdo ANALISES: fenotipica, antigénicas e andlise da
Gc00975 31307 Sim B. cereus 03BB102 2 e Eehis iy — — el Sl Cer T
Artigo pobre e antigo 1987,
GcooB97 17715 Sim e e 6 material pobre, solista @ = = =
sequéncia
Gc00917 17711 B cereus AH820 — — — —
B cereus ATCC
Gc00173 74 10087 = = = =
= B. cereus ATCC Infeccdo de B. thuringiensis pelo
Gc00135 384 N&o 14579 4 fago Bam3s; — — —
Gc00903 17731 — B. cereus B4264 — — — — —
= O artige pesquisa toxinas
GCOOB17 13624 N0 B cerous cytotoxis 5 (Cywotoxin K - CytK), ndo tem o — — —
NVH 3971-98 f !
foco deste trabalho:
Analise e alinhamento: MUMmer2, ACT Sanger
Software e Pipmaker.
Lista de ortdlogos: script perl que determina
- = melhores hits bidirecionais;
B ‘:’rgi;ﬁ:g glipn[len:ln‘:raﬂ Para identificar elementos IS em B
Gc00215 12468 MNao B. cereus E33L (ZK) 1 — — Identificacio de tRNAS Lt;l;:gg;irc\zg Egaﬂzi‘griiéﬁg:g ;I:g;l]_[es om
edanil NASca SE outros membros do grupo B. cereus, todo os
elementos IS usados como motifs em BLAST X
Linhagens B. anthracis (Ames, A2012, e
Sterne), e B. cereus (E33L, ATCC, 14579);
Genoma completo: shotgun usande a
tecnologia Sanger dideoxy.
mﬁgﬁn&i‘i}ao Predicio de genes, CDS e atribuicdo de
Gc02061 15716 = B. cereus F837/76 3 = Hak = fungdes: suite anotacio RAST.
Slr::"ﬂllz;ﬂ[ gﬁ?;nga";gls Putativa para profagos indutiveis ndo
' detectadas: ferramenta Prophinder, da base de
dados ACLAME;
Gc02329 171769 — B. cereus FRI-35 — = = = =
GcD0914 17733 Sim B cereus G9842 — — = = —
Gc02105 18977 — B cereus NC7401 — — — — —
Gc00895 16220 — B. cereus Q1 — — - - —
o Indicado para Estudos - Predicio genes: Glimmer, Phred/Phrap/Consed:
Gc00463 18255 Nao ﬁai‘::ﬂﬁngrenms Al 1 Evolutives: relaces entre gr_hgodPrlE :p:‘;Lda Anotacio Manual montagem de seqs. e qualidade; Shotgun
organismos do grupo do B. ene de Estudos sequencirﬁ. montagem de reads com phrap
s, paralelo (High Performance Software, LLC);
Correcdes de montagem: transposon bombing
(Epicenter Biotechnologies) of bridging clones.
Fechamento de Gaps entre contigs: edicdo no
Consed
Predicdo de genes: Glimmer; Sanger; Definicio
= B. thuringiensis sv Artige com excelente o de Genes e classes funcicnais adicionadas
Gc00196 10877 N&o konkukian 97-27 4 documentacio; - Anctago Manual manualmente por um grupe de anotadores
utilizando Blast;
Ge01669 50447 Nao B. thuringiensis sv. 2 Artigo considerado indicado para E:&Tﬁ;ﬁ? Hakan, . Sequenciamento: lllumina SolexaGA;
finitimus YBT-020 Estudos Evolutivos; Konkukian BMB 171 Montagem de Contigs: SOAPdenovo;
= B. thuringiensis sv R
GcD1699 43737 Nao chinensis CT-43 5 — Remete a BMB171; — —
Sequenciamento: Pyrosequenciamento 454 GS-
B. thuri - FLX; Montagem: Newbler 454 Life Sciences;
Gc01286 43631 Nao BMB‘;’%'QJE""’S 3 — — — Relacionamento entre contigs: PCR multiplex,
shotgun ABI 3770; Qualidade na montagem:
Phred Phrap Consed;
= B. thuringiensis sv. o . . Montagem: newbler v. 2 3; Sequenciamento:
Gc02506 185468 Nao Kkurstaki HD73 6 Possui referencia ndo Publicada; — — Sanger dideoxy sequencing; 454; lllumina;
(Novo) B. thuringiensis Possui referencia ndo Publicada
— — — vol 5. thunngiensis T Ndo Submetido a revisdo final — — Sanger dideoxy sequencing; 454;
Btd07 CBI:
. . . (Novo) B. thuringiensis Variedade usada para _ . .
HD 789 " mapeamento e andlise de SNP; Programa: NCBI Pipeline
Montagem: SOAPdenovo v. 1.05; LaserGene v.
(Nevo) B. thuningiensis PR . . 6.0;
- - - MCz28 8 Possui referéncia nio Publicada; - - Vector v. 9.0; Sequenciamento: Sanger
dideoxy sequencing; lllumina;
e Possui referéncia no Publicada. — -
(Nova) B. thuringiensis = - Montagem: GS Data Analysis Software v. 2.8;
- - - serovar 155056 9 :%%‘E_Gubmetldo arevisio final - Sequenciamento: 454; lllumina;
Anotacdo: Genomas
Microb. Integrados
. i _ . - pipeline (IMG), dados Montagem: Newbler v. v2.6; Sequenciamento:
Gc02483 29717 B thuringiensis Bt407 12 Repetido - ver acima; curados mediante Sanger dideoxy sequencing; 454:
comparacdes BLAST X
Swiss-ProtftrEMBL ;
. . Possui referencia ndo Publicada. o .
Ge02477 171845 No B thuringiensis HO- 10 N3o Submefido a revis3o final — g{;‘gﬁﬁ:‘gﬁ;&‘;‘;““"“ Programa: NGB Pipeline;

NCBI;

*Ranking: Classificagdo de interesse do material para este estudo

Fonte: Ranking Bancos de dados GOLD e NCBI, 2013



4.1.2. Extracio das Regides Intergénicas: Artemis

Para otimizar as etapas posteriores de descoberta de ncRNAs, o material
resultante da etapa de mineragdo de dados anterior foi submetido ao processamento pelo
Artemis (V.16.0.0) para extracdo das regides intergénicas. Cada linhagem em estudo
foi processada gerando um arquivo em formato multifasta contendo as sequéncias
intergénicas identificadas. Entre os genomas pesquisados para a etapa de testes do
pipeline, o Artemis apresentou restricdes no processamento de alguns itens devido a
problemas de anotagdo em tais arquivos (para detalhes, ver protocolo de trabalho).

Também apos a andlise proposta e classificagdo dos materiais, decidiu-se pela
nao inclusdo dos itens abaixo no pipeline de processamento, devido a diividas quanto a
sua classificacdo e também devido a ndo apresentarem pares para comparagdo, COmo o
caso da existéncia de um Unico genoma de B. weihenstephanensis sequenciado. Os
genomas assim classificados foram entdo considerados dispensaveis para a analise
proposta. Incertezas foram geradas devido a uma modificacdo na padroniza¢do dos
identificadores de projetos entre os banco de dados GOLD e o FTP do NCBI, durante o
periodo onde as andlises ja haviam sido iniciadas. Tal modificacdo ocorreu entre 23 de

marg¢o de 2013 e 13 de janeiro de 2014:

Bacillus anthracis A16 uid40303: identificador modificado;
Bacillus_anthracis A16R_uid40353: identificador modificado;
Bacillus_thuringiensis YBT 1518 uid63189: identificador modificado;
Bacillus_weihenstephanensis KBAB4 uid13623: Ginico genoma para a espécie;

Foi utilizada a funcionalidade "Intergenic Features" gerando arquivos fasta com
as sequéncias intergénicas para cada linhagem em estudo de forma a preparar o

conjunto de dados para as proximas etapas do pipeline (Figura 20).

4.1.1. Métodos de Inferéncia Computacional: Identificacdo de ncRNAs
Os procedimentos de inferéncia de elementos como ncRNAs mediante utilizagao
de ferramentas computacionais especificas sdo também chamados de métodos de
descoberta computacional. Os dados das regides intergénicas identificadas pelo
Artemis nos 26 genomas selecionados foram gerados e salvos em arquivos multifasta e
entdo submetidos aos trés métodos diferentes de inferéncia computacional para

identificacdo de RNAs ndo codificadores (ncRNAs). O primeiro método foi o



processamento via Infernal V.1.1 / banco de dados Rfam V.11.0, o segundo foi o
processamento via sSRNAscanner V.1.9, e finalmente uma anélise comparativa com os
dados produzidos no pipeline da UTFPR (Candidatos, tabela nrdr candidatos com base
na ferramenta de busca, agrupamento e recuperacdo de informagdes em bases de dados
de ncRNA, o Non-coding RNA Databases Resource (NRDR). Os resultados dos trés
métodos adotados foram combinados de forma a obter-se 6 estratégias de busca (leia-se,
“>” Contém):

(1) infernal>nrdr; (2) infernal>srna; (3) srna>infernal; (4) srna>nrdr; %)

nrdr>infernal; (6) NRDR>srna;

4.1.1.1. Rfam e Infernal
Nesta etapa de inferéncia computacional, os arquivos contendo as sequéncias
intergénicas (26 entradas) foram submetidos localmente (servidor HP ProLiant) ao
processamento do software Infernal V.1.1 e pesquisados contra o banco de dados Rfam

V.1.1., tendo sido gerados 26 arquivos de saida ou resultados (outputs).

4.1.1.2. sRNAscanner

Como requisito do programa sRNAscanner, esta etapa também necessitou de
execu¢dao em ambiente Linux. As andlises propostas foram executadas no servidor do
laboratério de Bioinformatica. A execucdo de rotinas corretivas de processamento,
quando necessarias, foram realizadas em um laptop Acer Aspire com ambiente
Windows em dual boot com Linux.

O sRNAscanner recebeu como entradas para cada genoma, 0s arquivos
correlatos provenientes de seus proprios projetos de sequenciamento (origindrios no
FTP-NCBI), nao necessitando utilizar as sequéncias intergénicas produzidas pelo

Artemis.

4.1.1.3. PIPELINE NRDR
Os arquivos multifasta contendo as regides intergénicas identificadas na etapa de
processamento pelo Artemis, foram submetidas ao pipeline de identificacdo de
ncRNAs da UTFPR. Os dados das sequéncias intergénicas foram utilizados como
pardmetros com base na ferramenta Non-coding RNA Databases Resource (NRDR)

para gerar um relatorio de dados de anotagdo, conforme o formato a seguir:



(Formato) >Genero_especie cepa_projeto-ID NCBI-misc feature misc_feature
undefined product posicao_inicial:posicao final fita tamanho

(Exemplo)>Bacillus_anthracis A0248 uid59385-NC 012659-misc_feature
misc_feature undefined product 106165:106396 forward 232

Foram encontradas 15.454 ocorréncias de anotagdes para os genomas
selecionados, tendo sido selecionados os melhores resultados (1416), posteriormente
filtrados com base nas identidades e coberturas das consultas (queries). Os filtros finais

de selegdo restringiram a amostra a 1369 resultados.

4.1.1.4. Carga de Dados

Devido ao volume de dados produzido, foi necessario o desenvolvimento de um
aplicativo para efetuar a inser¢do de dados inicial no banco. Testes de carga manual
foram realizados utilizando a interface do PgAdminlIl no PostgreSQL V.9.1. Nestes
testes foram executadas cargas de arquivos de texto (*.csv) , formatados para tratamento
com linguagem SQL. Apoés a formatagdo final produziu-se um aplicativo java
automatizando a carga de dados geral. A execu¢do foi realizada em um Laptop Acer
Aspire 4745-7494, tendo sido utilizados os Sistemas Operacionais Windows Seven
Ultimate - service pack 1 64Bits em dual boot com Ubuntu 14.04 LTS 64Bits. Apos esta
primeira etapa de carga, os dados foram tratados conforme os procedimentos descritos

nas etapas de 3 a 5 do item 1.484.

4.1.2. Banco de Dados Final: PostgreSQL
A versdo de banco de dados utilizada foi o PostgreSQL V.9.1. , no qual foi
criado o banco de nome grupo cereus que recebeu as cargas dos dados provindos dos
métodos de processamento e descoberta executados nas etapas anteriores, conforme
exemplificado na Figura 2, onde ¢ apresentado o diagrama de entidades e
relacionamentos (DER) produzido para a confec¢do do modelo fisico do banco de dados
criado. Para atender a demanda de geragdo de relatorios, a tabela organismos recebeu os

dados de nomenclatura das cepas de forma a facilitar a extracdo de relatorios.
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Figura 2: Diagrama de entidades e relacionamentos para o banco de dados do projeto. As tabelas

fisicas infernal, srna scanner e nrdr candidatos armazenam os dados gerados pelas estratégias de
identificagdo de ncRNAs, respectivamente a partir dos programas: Infernal, sSRNAscanner e NRDR
(identificados a partir da mineragdo de dados no banco de ncRNA da UTFPR (Dr. Paschoal — dados ndo
publicados). A tabela fisica grupos_familias rfam compde a caracterizagdo das sequéncias obtidas em
termos de familias de ncRNA. Foram criadas tabelas relacionais descritivas para as 2.208 familias Rfam,
a partir dos dados publicos disponibilizados pelos mantenedores, o site FTP Rfam e o instituto SANGER.
As tabelas numeradas (alto a direita) representam visoes (views), sdo tabelas virtuais criadas

dinamicamente a partir do banco de dados quando um acesso a visdo (um relatdrio) € solicitado.

Os candidatos resultantes de cada estratégia foram selecionados e agrupados
mediante selecdo de regides contiguas sobrepostas, para investigagdo através da
aplicag¢do dos seguintes critérios ou filtros de qualidade:

Infernal: Somente candidatos que atingiram o limiar minimo de inclusdo do
Infernal (significando um E-value de 0.01), e que tenham também apresentado um score
maior ou igual a 25 (score, pontuacdo da comparagao target / query), representado pela

expressao:

((inc =!) E score >=25)



NRDR: Foi utilizada outra estratégia combinada tendo um minimo de 90% de

cobertura da query ou do subject aliados a uma identidade de 90%, que podemos

representar pela expressao:

( (Cobertura Qry >= 90 OU Cobertura Sbj >=90 ) E Identidade >= 90)

A Figura 3: Demonstragdo do agrupamento realizado. Da esquerda para a

direita: script SQL para selecdo dos casos de sobreposi¢do de regides identificadas,

demonstragdo dos casos correspondentes. demonstra a composicao dos resultados para o

agrupamento inicial ¢ constru¢do do Diagrama de Venn com os totais. Para economia

de recursos computacionais, ao invés de comparar as sequéncias, os critérios de busca

SQL utilizados foram utilizados de forma a identificar cada correspondéncia positiva

(match) como 1 sendo o inverso (mismatches) identificado como 0.

Infernal

sRNAScanner

sanm whan (o, inicic_real batsaan on.inicic_ceal and =n. fim_res

1} them

infernal_vs_nrdr
88 A

infernal_vs_srna
a3 B

srna_vs_nrdr

97 C

srna_vs_infernal
98 D

same when (cn. inicio_real bokseen ©i.inicic_resl and ci.fim_real

nrdr_vs_infernal
179 E

nrdr_vs_srna
84 F

Figura 3: Demonstracio do agrupamento realizado. Da esquerda para a direita: script SQL para

selecdo dos casos de

correspondentes.

sobreposicdo de regides

identificadas,

demonstracio dos

casos




Uma vez obtida a intersecdo entre os resultados identificados pelos pares das
estratégias, os dados receberam o seguinte procedimento de agrupamento para as 3
estratégias, obtendo os totais conforme Figura 4: Demonstracdo do agrupamento final.
Da esquerda para a direita: script SQL para selecdo dos casos de sobreposicao de

regides identificadas, demonstragao dos casos correspondentes.:

Infernal sRNAScanner

infernal_vs_nrdr OR nrdr_vs_infernal G =267
88 179
whera
{infernal vs nrdr + nrdr vs infernal > 1) 1] N
0 N -
R e e o et e A e IRNDI
L=
infernal_vs_srna OR sma_vs_infernal H =181
83 98
{infernal ws srna + srna vs_infernal > 0) I:_—N o N
0: N ( N
e e e
srna_vs_nrdr OR nrdr_vs_srna I =181
; - 97 B4
(arna vs nrdr + nrdr va srna > 0) 0 N
H N =

Figura 4: Demonstracio do agrupamento final. Da esquerda para a direita: script SQL para

selecio dos casos de sobreposicio de regides identificadas, demonstracio dos casos

correspondentes.

A descricdo das etapas de operacdes de definicdo (DDL) e manipulagdo de
dados (DML) realizadas no banco de dados PostgreSQL, para a criagdo, carga e

formatag¢ao dos dados do banco grupo cereus podem ser verificadas no item Protocolo

(Anexos).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagao dos métodos de inferéncia computacional, sobre os arquivos das
linhagens selecionadas provenientes do FTP do NCBI permitiu a criagdo de um banco
de dados para a analise genoOmica comparativa, visando a detec¢ao de possiveis ncRNA
candidatos. O numero de registros e descri¢des das tabelas do banco de dados produzido

¢ apresentado na Tabela 4:

Tabela 4: Entidades componentes do banco de dados deste trabalho

Nomenclatura Descri¢ao N2 Registros

organismos Tabela de identificacdo de cepas 26

nrdr candidatos Tabela de ncRNA contendo os melhores candidatos 1369
- selecionados no Laboratoério da UTFPR

genomas Tabela de genomas completos 26

infernal Tabela de ncRNA candidatos identificados pelo 492004
Infernal/Rfam com base ...
Tabela de ncRNA candidatos identificados pelo

srna_scanner 7038
sRNAscanner com base ...

familias_rfam_ftp* Tab&’al‘a de familias Rfam contendo as espécies por 383004
familia

familias_rfa_web* Tabela de familias Rfam contendo suas descri¢des 2208

grupos_familias_rfam Tabela de agrupamentos arbitrarios deste projeto (siglas 534

Rfam)

Fonte: Banco de dados Grupo cereus, 2014 (nomes das entidades em mintsculas segue o padrdo do

banco de dados). *Representam entidades basicas, ndo apresentadas no DER.

Embora algumas linhagens pré-selecionadas tenham sido excluidas da analise
devido a questdes de processamento nos programas de predicdo ou por questdes de
classificagdo (B. cereus biovar anthracis CI uid50615, B. cereus FRI 35, B. cereus Ql1,
B. thuringiensis HD 771, B. thuringiensis HD 789, B. anthracis A16, B. anthracis
A16R, B. thuringiensis YBT 1518, B. weihenstephanensis KBAB4), o niimero de
linhagens restantes pdde garantir a representatividade de organismos das trés espécies
selecionadas para as analises, ja que 26 cepas pertencentes ao grupo do B. cereus sensu

lato foram analisadas (Tabela 5).



Tabela 5: Identificadores das cepas selecionadas apés mineracao de dados

Cepa ID* NCBI ID*
Bacillus anthracis str. A0248 NC_012659 1
Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestor' NC_007530 2
Bacillus anthracis str. Ames NC_003997 3
Bacillus anthracis str. CDC 684 NC_012581 4
Bacillus anthracis str. H9401 NC 017729 5
Bacillus anthracis str. Sterne NC_005945 6
Bacillus cereus 03BB102 NC_012472 7
Bacillus cereus AH187 NC_011658 8
Bacillus cereus AH820 NC 011773 9
Bacillus cereus ATCC 10987 NC_003909 10
Bacillus cereus ATCC 14579 NC_004722 11
Bacillus cereus B4264 NC_011725 12
Bacillus cereus E33L NC_006274 13
Bacillus cereus F837/76 NC_016779 14
Bacillus cereus G9842 NC_011772 15
Bacillus cereus NC7401 NC_016771 16
Bacillus cereus Q1 NC_011969 17
Bacillus thuringiensis str. Al Hakam NC_008600 18
Bacillus thuringiensis BMB171 NC_014171 19
Bacillus thuringiensis serovar chinensis CT-43 NC_017208 20
Bacillus thuringiensis serovar finitimus YBT-020 NC_017200 21
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 NC_005957 22
Bacillus thuringiensis serovar kurstaki str. HD73 NC_020238 23
Bacillus thuringiensis Bt407 NC_018877 24
Bacillus thuringiensis MC28 NC_018693 25
Bacillus thuringiensis serovar thuringiensis str. 1S5056 NC_020376 26

* Identificadores das cepas nos bancos de dados, NCBI e Grupo_cereus (este trabalho). Fonte:
Banco de dados grupo_cereus, 2014;

5.1. Busca: Total de Candidatos Identificados

A andlise dos resultados combinados dos trés métodos de inferéncia
computacional e a interseccdo das seis estratégias de agrupamento dos candidatos
identificados por cada método, permitiu a conclusdo do processo de busca e
identificacdo dos ncRNAs candidatos por posi¢cdo nos respectivos genomas das cepas
analisadas. O numero total de candidatos identificados por estratégia bem como os
candidatos indicados pela juncao de duas ou trés estratégias ¢ exibido conforme o

diagrama de Venn (Figura 5).
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Infernal sRNAScanner
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Figura 5: Numero total de ncRNA candidatos por método de descoberta (inferéncia).

Os totais de candidatos identificados pelas estratégias, Infernal, SRNAScanner e
NRDR foram, respectivamente: 492004, 7038, 15454. O total de candidatos
identificados pela interseccdo entre procedimentos ¢ exibido ao centro do diagrama e
sua composicao sera detalhada adiante (Figura 6). Foi obtido um total de 656
candidatos identificados pelas interseccdes entre as estratégias  Infernal vs
sRNAScanner, sSRNAScanner vs NRDR e a unido entre as trés estratégias.

Este resultado inicial ¢ relativo ao processo de trabalho utilizado por cada
estratégia computacional, indicando uma eficiéncia de identificagdo muito préxima, nao
devendo ser utilizado para sugerir a proximidade entre os organismos investigados.

Para finalizar a identificacdo e também preparar o conjunto de dados para a
caracterizagdo na proxima etapa, além da aplicag@o dos novos critérios, foram excluidos
os candidatos repetidos. O diagrama de Venn produzido apds aplicagdo dos novos
critérios ¢ exibido pela Figura 6, na qual foram deixados para analise somente os
ncRNA candidatos com estrutura primaria ndo repetida, que chamaremos de sequéncia

primaria.
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Figura 6: Numero final de ncRNA candidatos selecionados e exclusivos.

O total geral de candidatos identificados mediante a utilizacdo das trés
estratégias de inferéncia computacional foi de 18.647. Os diferentes métodos de
descoberta empregados pelas estratégias utilizadas, refletiram-se nas diferencas entre o
numero de identificagdes das estratégias do Infernal, sRNAScanner ¢ NRDR,
respectivamente: 10.240, 7.038, 1.369. O resultado final para as trés estratégias revela
181 sequéncias de ncRNA candidatos (Figura 6), e os totais obtidos pela intersecdo de
duas ou mais estratégias evidenciaram os seguintes numeros de candidatos:

(1) Infernal vs NRDR: 88;

(2) Infernal vs sSRNAScanner: 83;

(3) sRNAScanner vs Infernal: 98;

(4) sSRNAScanner vs NRDR: 97;

(5) NRDR vs Infernal: 179;

(6) NRDR vs sRNAScanner: 84;

Ap6s a identificagdo, foi encontrada uma distribui¢do desigual no nimero de
ncRNA candidatos para as 26 cepas de B. cereus sensu lato. Quando as 181 sequéncias
de ncRNA candidatas sdo separadas por espécie, temos 34 sequéncias para B. anthracis

(Tabela 6), para 68 sequéncias para B. cereus (

Tabela 7) e 79 sequéncias para B. thuringiensis (Tabela 8) .



Os numeros totais de candidatos identificados, relacionados pela espécie e
familia onde foram localizados também sao apresentados na Figura 18. Desta forma, a
estratégia mais estringente (restritiva) para a identificagdo das sequencias, foi a
realizada na etapa de identificagdo de candidatos quando se utilizou a comparacao
baseada no NRDR, obtendo-se 1369 candidatos quando comparado com o INFERNAL
que identificou 10240 e o sSRNAScanner com 7038 (Figura 6). A maior estringéncia da
classificagdo feita com base no NRDR pode ser explicada pelos filtros aplicados,
embora tal ferramenta possa proporcionar uma busca em um total de 102 bancos de

dados diferentes (PASCHOAL et.al., 2012).

Tabela 6: Niumero de ncRNA candidatos distribuidos por cepa em Bacillus anthracis, com

identificaciio positiva nas trés estratégias de inferéncia computacional

ID* Cepa N2 Candidatos**
1 Bacillus anthracis str. A0248

Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestor'

Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus anthracis str. CDC 684

Bacillus anthracis str. H9401

6 Bacillus anthracis str. Sterne

u A WN
= 00 O 0 W

* Identificadores das cepas no banco de dados, ** Sequéncias primarias exclusivas;
Fonte: Banco de dados grupo_cereus, 2014;

Tabela 7: Niimero de ncRNA candidatos distribuidos por cepa em Bacillus cereus,

com identificacio positiva nas trés estratégias de inferéncia computacional

ID* Cepa Ne Candidatos**
7 Bacillus cereus 03BB102 5
8 Bacillus cereus AH187 10
9 Bacillus cereus AH820 10
10 Bacillus cereus ATCC 10987 8
11 Bacillus cereus ATCC 14579 2
12 Bacillus cereus B4264 4

13 Bacillus cereus E33L 6
14 Bacillus cereus F837/76 9

15 Bacillus cereus G9842 8
16 Bacillus cereus NC7401 4

17 Bacillus cereus Q1 2

* Identificadores das cepas no banco de dados, ** Sequéncias primarias exclusivas;
Fonte: Banco de dados grupo_cereus, 2014;



Tabela 8: Nimero de ncRNA candidatos distribuidos por cepa em Bacillus thuringiensis, com

identificacio positiva nas trés estratégias de inferéncia computacional

ID* Cepa N2 Candidatos**
18 Bacillus thuringiensis str. Al Hakam 4
19 Bacillus thuringiensis BMB171 15
20 Bacillus thuringiensis serovar chinensis CT-43 3
21 Bacillus thuringiensis serovar finitimus YBT-020 7
22 Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 9
23 Bacillus thuringiensis serovar kurstaki str. HD73 12
24 Bacillus thuringiensis Bt407 7
25 Bacillus thuringiensis MC28 11
26 Bacillus thuringiensis serovar thuringiensis str. 1S5056 11

* Identificadores das cepas no banco de dados, ** Sequéncias primarias exclusivas;
Fonte: Banco de dados grupo_cereus, 2014;

A ocorréncia diferencial de ncRNA candidatos putativos, como destacado por
EDDY, 2002, ¢ um fato biologico que sugere uma rede de diversidade quanto aos genes
de RNAs ndo codificantes.

A relacdo entre o estudo das sequéncias cromossomicas e plasmidiais pode ser
estabelecida em estudos como ZHENG et.al, 2015, onde ¢ sugerido que em B. cereus
sensu lato os plasmideos sdo vetores de genes cromossomicos redundantes.

A distribuicao desigual demonstrada (TabelasTabela 6,

Tabela 7 e Tabela 8) bem como a relagdo entre o estudo das sequéncias
plasmidiais e cromossdmicas, podem estar reafirmando o estudo de ncRNAs, entre
outros elementos, como uma das ferramentas corretas em questdes de resolugdo
taxondmica no grupo do B. cereus, onde as caracteristicas e o perfil de patogenicidade
sdo determinados por genes frequentemente presentes em plasmideos (item 2.3) e
outros fatores de viruléncia sdo codificados por genes presentes geralmente nos
cromossomos (KLEE, 2010).

Os maiores numeros de ocorréncia de ncRNA candidatos foram encontrados em
cepas de B. thuringiensis, sendo a maior ocorréncia na cepa BMBI171, com 15
candidatos identificados. Tal resultado vai de encontro ao trabalho de HE et al., 2010,
onde esta cepa foi considerada como a mais indicada para pesquisas de regulacdo e
expressdo génica, especialmente com relacdo a produgdo de cristais proteicos e estudo
da rede metabolica, tendo sido utilizada para producdo de uma cepa mutante

acristalifera de mesmo nome.



Em outro grupo, os organismos com o segundo maior numero de ncRNA
candidatos identificados em Bacillus cereus stricto sensu, foram as cepas B. cereus
F837/76 e B. cereus AH187 e AHS820, respectivamente com contagem de 9 e 10
candidatos encontrados pelas trés estratégias utilizadas.

Analises de sequéncias de nucleotideos (segmentos parciais) e analises
gendmicas completas evidenciam que a evolu¢ao bacteriana tem frequentemente
ocorrido por fluxo horizontal entre diversas espécies e géneros. A transferéncia génica
se da mediante transformagdo, transdu¢do ou conjugagdo entre diferentes organismos,
em uma ampla variedade de nichos no ambiente. Este conhecimento ¢ necessario para o
entendimento da evolugdo plasmidial e sua ecologia (DAVISON, 2002).

Plasmideos tém desempenhado papéis importantes na evolucdo dos genomas
bacterianos, com grande impacto sobre o metabolismo da célula hospedeira (a propria
bactéria). Foi sugerido por ZHENG et al., 2015, que para todo o grupo B. cereus, genes
adaptativos sdo preservados em ambos os plasmideos e cromossomos. Contudo, em
uma unica célula, genes homologos em plasmideos e no cromossomo sao controlados
por diferentes reguladores, reduzindo o custo bioldgico para a manutengdo de genes
redundantes (ZHENG et al., 2015).

Um dos objetivos secundarios deste trabalho, com a unido das trés estratégias de
inferéncia computacional empregadas, aponta um crescente nimero de ncRNA
candidatos putativos, partindo de B. anthracis (em média 5) passando por B. cereus (em
média 6) até chegar a B.thuringiensis (em média 8).

A distribuigdo dos 181 ncRNA candidatos obtidos no presente trabalho bem
como seu registro em banco de dados, associados a implicagdo de trabalhos sobre a
relacdo entre plasmideos e cromossomos, como em ZHENG et al., 2015, e HE et al.,
2010, nos traz uma nova perspectiva. Seria justificadvel uma segunda etapa de busca e
caracterizagdo, onde o pipeline utilizado neste trabalho seja executado tendo como
objeto de estudo a relagdo entre plasmideos e cromossomos para os organismos aqui
investigados.

Com relagdo ao banco de dados gerado durante este trabalho, o cruzamento dos
resultados de identificacdo e caracterizagdo com novas estratégias enfatizando os
plasmideos, certamente agregaria maior compreensao tanto sobre a as distingdes do
grupo, quanto sobre questdes especificas como a caracteristica entomopatogénica de B.
thuringiensis, como mencionado no item 2.3.2 (FEITELSON et al., 1992; SCHNEPF et
al., 1998).



5.2. Caracterizacao: Familias de RNAs

5.2.1. Distribuicao de Candidatos Por Familia
Além da identificacdo posicional dos candidatos nos genomas dos organismos
estudados, as sequéncias finais foram submetidas ao Rfam de forma a serem
caracterizadas quanto as familias de RNAs a que pertenciam. O resultado da busca e
processamento “batch” no website Rfam foi de 422 registros, sendo que os 181
candidatos submetidos foram classificados em 23 familias de RNA. Uma breve

descri¢do para as familias encontradas ¢ exibida na Tabela 9.

Tabela 9: Listagem de Familias de RNAs atribuidas aos 181 candidatos provenientes da interseccio

das trés estratégias de inferéncia computacional empregadas.

Nome Rfam Acession Descricao*
5S_rRNA RFO0001 5S ribosomal RNA
Bacteria_large_SRP RF01854 Bacterial large signal recognition particle RNA
Bacteria_small_SRP RF00169 Bacterial small signal recognition particle RNA
c-di-GMP-| RF01051 Cyclic di-GMP-I riboswitch
Cobalamin RF00174 Cobalamin riboswitch
Glycine RF00504 Glycine riboswitch
Intron_gpll RF00557 Group Il catalytic intron
L10_leader RF00558 Ribosomal protein L10 leader
L20_leader RF00168 Ribosomal protein L20 leader
Lysine RF01749 Lysine riboswitch
Pan RF00522 pan motif
PreQl RF01054 preQ1-Il (pre queuosine) riboswitch
Purine RF00167 Purine riboswitch
PyrR RF00515 PyrR binding site
SAM RF00162 SAM riboswitch (S box leader)
SSU_rRNA_archaea RF01959 Small subunit ribosomal RNA
SSU_rRNA_bacteria RF00177 Small subunit ribosomal RNA
SSU_rRNA_eukarya RF01960 Small subunit ribosomal RNA
SSU_rRNA_microsporidia RF02542 Small subunit ribosomal RNA
T-box RF00230 T-box leader
TPP RFO0059 TPP riboswitch (THI element)
ydaO-yuaA RF00379 ydaO/yuaA leader
ykoK RF00380 ykoK leader

*Foi mantida a descri¢do original do Rfam. Fonte: Banco de dados Grupo_cereus, 2015.

Sao consideradas significativas as pontuagdes acima de 20 bits, significando

que a busca executada retornou uma correspondéncia significativa com o modelo de



covariancia correspondente (Rfam References 12.0, Jul 2014). Para os candidatos
selecionados, todos os resultados das buscas (comparagdes) no Rfam apresentaram
pontuacdo (score) acima de 53 bits, exceto um dos candidatos (Familia: PreQl,
Acession: RF00522, Oid do candidato: 1603396), que apresentou score de 49.8 .

Uma verificagdo da eficicia dos métodos utilizados foi a existéncia de
candidatos caracterizados como pertencentes as familias de RNA ribossomico 5S e
também de subunidades pequenas de RNA ribossomico, elementos conhecidos e
anotados, cuja identificagdo positiva € esperada em trabalhos como este (Tabelas Tabela
10, Tabela 11 Tabela 12).

A caracterizacao dos candidatos quanto as familias Rfam e sua identificagdo por

espécie e cepa sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 10: Familias Rfam para os candidatos identificados em B. anthracis

Familia Rfam Candidatos*
5S_rRNA 2
Lysine 6
PyrR 1
SAM 1
SSU_rRNA _archaea 11
SSU_rRNA_bacteria 11
SSU_rRNA_eukarya 11
SSU_rRNA_microsporidia 11
T-box 12

* |dentificagdo positiva para a familia nos candidatos. Fonte: banco de
dados grupo_cereus 2015.



Tabela 11: Familias Rfam para os candidatos identificados em B. cereus

Familia Rfam Candidatos*
5S_rRNA 5
c-di-GMP-I 3
Cobalamin 1
Intron_gpll 2
L10_leader 3
L20_leader 1
pan 2
Purine 1
SAM 3
SSU_rRNA_archaea 25
SSU_rRNA_bacteria 25
SSU_rRNA_eukarya 25
SSU_rRNA_microsporidia 25
T-box 20
TPP 1
ydaO-yuaA 1

* |dentificagdo positiva para a familia nos candidatos. Fonte: banco de
dados grupo_cereus 2015.

Tabela 12: Familias Rfam para os candidatos identificados em B. thuringiensis

Familia Rfam Candidatos*
5S_rRNA 1
Bacteria_large_SRP 1
Bacteria_small_SRP 1
c-di-GMP-I 2
Glycine 1
pan 1
PreQl 1
Purine 1
SAM 4
SSU_rRNA_archaea 44
SSU_rRNA_bacteria 44
SSU_rRNA_eukarya 44
SSU_rRNA_microsporidia 44
T-box 16
TPP 6
ykoK 2

* |dentificagdo positiva para a familia nos candidatos. Fonte: banco de
dados grupo_cereus 2015.



Além das familias 5S e SSU rRNA, os dados obtidos registraram a identificacao
das familias, SAM e T-Box (Figura 18), nas trés espécies em questdo, B.anthracis,
B.cereus e B. thuringiensis. Ainda ressaltamos uma observagdo conforme orientacao
da ferramenta (Rfam References 12.0, Jul 2014): os resultados obtidos também
dependem da existéncia de modelos de comparagdo atualizados do proprio Rfam. Além
disto, a comparacdo entre as estratégias pode ficar prejudicada caso a estrutura dos
elementos de algumas familias, possivelmente ainda ndo descritos, apresentem variagao
entre os organismos estudados (GRUNDY, HENKIN, 1998).

O riboswitch SAM (S-box leader, SAM-I riboswitch) é encontrado a montante em
genes que codificam para proteinas envolvidas na biossintese de metionina ou cisteina
em bactérias Gram-positivas como o B. cereus. Estudos em Bacillus subtilis revelaram
dois riboswitches atuando no controle do término da transcri¢do, embora acredite-se que
muitos Riboswitches SAM possam regular a expressao no nivel da traducao.

O elemento T-box estd envolvido na regulagdo de genes de tradugdo associada,
geralmente em bactérias Gram-positivas. Tipicamente, sao encontrados a montante dos
genes da aminoacil-tRNA sintetase e também de alguns genes biossintéticos de
aminoacidos. Descarregado, RNAt atua na anti terminacdo da transcricdo de genes da

familia T-box.

5.2.2. Familias Rfam com exclusividade entre B. cereus e B. thuringiensis

Também foram identificadas quatro familias em comum somente para
B.cereus e B. thuringiensis, os riboswitches TPP, Purine, e c-di-GMP-I, e o pan RNA
(RNA motif). Dentre estas pan RNA e c¢c-di-GMP-I (GEMM motif) foram elementos
preditos através da aplicagdo de técnicas de bioinformatica, sendo pan RNA relacionado
a regulacdo da sintese de pantotenato (WEINBERG et al., 2010). O riboswitch TPP ¢
relacionado a mecanismos de regulacdo de expressdo génica, sendo descrito como a
forma ativa da tiamina (vitamina B1). O riboswitch c-di-GMP-I (di-GMP-I ciclico) ¢
descrito como um segundo mensageiro para varios processos microbianos envolvendo
viruléncia, motilidade e a formagdo de biofilme (SUDARSAN et al., 2008). O
riboswitch Purine ¢ relacionado ao a regulagdo da quantidade de purina, participando do
metabolismo desta, bem como em sua absor¢cdo pela membrana (MANDAL et al.,

2003).



Com base nas consideragdes anteriores ¢ tendo em vista os critérios de
tratamento aplicados ao conjunto de dados produzido e frente a problematica
taxondmica envolvendo as espécies estudadas, enfatizaremos as familias com

identificagdo exclusiva para os organismos estudados:

e Bacillus anthracis: Lysine, PyrR;
o Bacillus cereus: Cobalamin, Intron_gpll, L10 e L20 leader, ydaO-yuaA;
e Bacillus thuringiensis: Bacteria - Large and Small SRP, Glycine, PreQ1, ykoK;

O grupo Rfam, enquanto instituicdo, coordena o registro de anotagdes das
familias disponibilizadas em seu website mediante um grupo criado na Wikipedia
(Rfam References 12.0, Jul 2014). Desta forma as descrigdes e representagdes
estruturais das familias (lembrando, exclusivas para cada espécie) encontradas foram

obtidas diretamente no Website Rfam, e sdo apresentadas a seguir.

5.2.3. Familias Rfam Com Exclusividade em B. anthracis, B. cereus e B.

thuringiensis: Descricao e Estrutura Secundaria

Familia: Lysine (RF00168)

Descricdo: Lysine riboswitch’

O Riboswitch de lisina ¢ um elemento metabdlico de ligacio de RNA
encontrado dentro de certos RNAs mensageiros que servem como um sensor de
precisdo para o aminodacido lisina. O rearranjo alostérico (alteragao na estrutura terciaria
ou quaternaria) da estrutura do mRNA ¢ mediada por sua ligacdo, resultando na
modulacdo da expressdo do gene (MANDAL et al., 2003).

Este riboswitch ¢ encontrado em um certo niimero de genes envolvidos no
metabolismo de lisina, incluindo LysC (SUDARSAN et al., 2003, RODIONOV et al.,

2003). Riboswitches de lisina também foram identificados de forma independente tendo

2 Riboswitches, (em livre tradugdo: interruptor ribossdmico). Um riboswitch é uma ribozima que cliva a si
mesma na presenga de concentragdes suficientes de seu metabolito. Sdo dominios de ligagdo de
metabolitos dentro de certos mRNAs que servem como sensores de precisdo para seus alvos especificos,
ou dito de outra forma, receptores para metaboélitos especificos. Apresentam-se como dominios
complexos enovelados de RNA.



sido denominados L-box (GRUNDY, LEHMAN, HENKIN, 2003). Sua estrutura

secundaria ¢ exibida na Figura 7.
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Figura 7: Estrutura secundaria predita e sitios conservados no Riboswitch de lisina. Fonte:

Wikimedia Commons .

Familia: PyrR (RF00515)

Descri¢do: PyrR binding site

O Sitio de Liga¢do PyrR é um elemento de RNA que se encontra a montante
(upstream) de uma variedade de genes envolvidos no transporte ¢ na biossintese de
pirimidina. A estrutura do RNA permite a ligagdo da proteina PyrR que regula a
biossintese de pirimidina em Bacillus subtilis. Quando tal proteina ¢ ligada, ¢ formado
um grampo terminador (hairpin) a jusante (downstream), reprimindo a transcri¢do de

genes da biossintese (BONNER et al., 2001) (Figura 8).

Figura 8: Estrutura secundaria predita e sitios conservados para o Sitio de Ligacdo PyrR. Fonte:

Wikimedia Commons



Familia: Cobalamin (RF00174)

Descri¢ao: Cobalamin riboswitch

O Riboswitch de Cobalamina ¢ um elemento regulatério que atua em CIS
(atuagdo local), amplamente distribuido em regides 5' ndo traduzidas de vitamina B12
(Cobalamina) relacionados a genes em bactérias (NAHVI, 2002) . O rearranjo alostérico
da estrutura do mRNA ¢ mediado pela ligacao do ligando (ligante), e isto resulta na
modulacdo da expressdo de genes ou a tradu¢do de mRNA para a obtencdo de uma
proteina. A cobalamina na forma de adenosilcobalamina (Ado-CBL) ¢ conhecida por
reprimir a expressdo de proteinas para a biossintese de vitamina B12 por meio de um
mecanismo de regulagdo pos-transcricional que envolve a ligagao direta de Ado-CBL a
(terminais) 5' UTRs em genes relevantes, evitando a ligagdo do ribossomo e a tradugao

desses genes (Figura 9).

Figura 9: Estrutura secundaria predita e sitios conservados no Riboswitch de Cobalamina. Fonte:

Wikimedia Commons.

Familia: Intron_gplI (RF00029)

Descricao: Group II catalytic intron

Introns cataliticos do grupo II sio uma grande classe de ribozimas auto-
cataliticas, também classificadas como elementos genéticos moveis encontrados dentro
de genes nos trés grandes dominios bioldgicos (Bacteria, Plantae, Fungi). A atividade
de ribozima (por exemplo, auto-splicing) pode ocorrer sob condi¢des de alta salinidade
in vitro. No entanto, o auxilio de proteinas ¢ necessdrio para o splicing in vivo. Em
contraste com os introns do grupo I, neste grupo a excisdo ocorre na auséncia de GTP e

envolve a formag¢do de um lago, com uma ramificagdo um residuo que se assemelha



fortemente que com a ramificagdo encontrada nos lagos formados durante o splicing de
pre-mRNA nuclear. Supde-se que o splicing de pré-mRNA pode ter evoluido a partir
de introns grupo II, devido ao mecanismo catalitico semelhante bem como devido a
semelhanca estrutural da subestrutura do Dominio V com o prolongamento U6/U2
snRNA. Em termos evolutivos, acredita-se que estes introns sdo os ancestrais do proprio
spliceossomo (ZAHA et al.,, 2014). Mais de 25% dos genomas de bactérias
sequenciados apresentam introns do grupo II, geralmente pouco numerosos e
apresentando-se como retroelementos ativos. Finalmente, a sua capacidade de
mobilizagdo sitio-especifica para novos locais do DNA tem sido explorada como uma
ferramenta para a biotecnologia.

Introns cataliticos grupo II sio encontrados em rRNA, tRNA e mRNA de
organelas (cloroplastos e mitocondrias), em plantas, fungos e protistas, € também em
mRNA em bactérias. Eles sdo grandes ribozimas com auto-splicing e tém seis dominios
estruturais (usualmente designados dI a dVI). O modelo apresentado (Figura 10) bem

como seu alinhamento, representa apenas os dominios V e VI.

group 1A and IIB

group llA: &'
group IIB: IBS3

Figura 10: Estrutura de Intron Grupo II. Fonte: Wikimedia Commons.

Familia: L10 leader (RF00557)

Descri¢do: Ribosomal protein L10 leader



Esta familia representa uma estrutura autoregulatdria putativa para uma proteina
ribossomica lider encontrada em B. subtilis ¢ outras bactérias Gram-positivas de baixo
percentual de GC. Tal estrutura estd localizada em regides ndo traduzidas 5' dos
mRNAs que codificam proteinas ribossomais L10 e L12 (rplJ-rplL).

Uma estrutura de terminador de transcrigdo independente de Rho,
provavelmente envolvida na regulagdo estd incluida na extremidade 3' (ZENGEL &

LINDAHL, 1994) (Figura 11).
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Figura 11: Estrutura secundaria predita e sitios conservados na Proteina Ribossomica Lider L10.

Fonte: Wikimedia Commons.

Familia: L20 leader (RF00558)

Descricao: Ribosomal protein L20 leader

Esta familia representa uma estrutura auto regulatéria putativa para uma proteina
ribossdmica lider encontrada em B. subtilis e outras bactérias Gram-positivas de baixo
percentual de GC. Tal estrutura estd localizada em regides ndo traduzidas 5' dos
mRNAs que codificam fatores de iniciacao 3 seguidos por proteinas ribossomais L35 e
L20 (infC-rpml-rplT). Uma estrutura de terminador de transcri¢do independente de
Rho, provavelmente envolvida na regulacdo, sendo incluida na extremidade 3'

(ZENGUEL & LINDAHL, 1994) (Figura 12).
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Figura 12: Estrutura secundaria predita e sitios conservados na Proteina Ribossomica Lider L20.

Fonte: Wikimedia Commons.

Familia: ydaO-yuaA (RF00379)

Descri¢do: ydaO/yuaA leader

Tal elemento representa uma estrutura conservada de RNA encontrada a
montante dos genes ydaO e yuaA. Acredita-se que tal elemento possa ser acionado em
situagdes de choque osmotico, levando a ativagdo de ydaO, um gene predito,
transportador de aminodcidos, e também ativando membros do operon yuaA-yubG, o
qual codifica para os transportadores KtrA e KtrB K+ (BARRICK et al., 2004).
Trabalhos posteriores verificaram que o elemento ydaO tem distribuicdo generalizada e
esta associado a um conjunto diversificado de genes os quais ele controla de maneira
dependente da sequéncia e conformacao estrutural (BLOCK, HAMMOND, BREAKER,
2010) (Figura 13).

3 Esta familia ndo possui uma estrutura oficial registrada no banco de dados Rfam, contudo as referéncias
encaminham a trabalhos independentes e s@o aqui exibidas.
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Figura 13: Estrutura secundaria predita e sitios conservados do elemento ydaO/yuaA leader. Obs:

estrutura nao oficial. Fonte: Wikimedia Commons

Familia: Bacteria_small SRP* (RF00169) e Bacteria large SRP (RF01854)

Descrigdo: Bacterial small signal recognition particle RNA e Bacterial large

signal recognition particle RNA

O dominio de reconhecimento de sinal do RNA, também conhecido como 7SL,
6S, ffs, ou RNA 4.5S, ¢ o componente RNA do complexo ribonucleoproteico da
particula de reconhecimento de sinal (SRP). O SRP ¢ uma ribonucleoproteina
universalmente conservada que direciona o trafego de proteinas no interior da célula e
permitindo que sejam secretadas. Os SRP RNAs, em conjunto com uma ou mais
proteinas SRP contribuem para a ligagdo e libertagao do peptideo de sinal. O RNA e os
componentes proteicos deste complexo sdo altamente conservados, mas variam entre os
diferentes reinos. Na maioria das bactérias, o SRP ¢ composto por uma molécula de
RNA (4.55) e a proteina Fth (um homoélogo da proteina SRP54 eucariotica). Algumas
bactérias Gram-positivas (por exemplo, B. subtilis) tem um SRP RNA similar ao
eucariota, que inclui um dominio Alu (REGALIA, ROSENBLAD, SAMUELSSON,
2002).

* SRP: (Ingl. signal recognition particle RNA) Particula ou dominio RNA de reconhecimento de sinal.
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Figura 14: Estrutura secundaria do RNA SRP humano. As Hélices estio numeradas de 2 a 8. As
secoes helicoidais (em cinza) sio nomeadas com letras minusculas. Os residuos sao numerados em
incrementos de dez. Estdo indicadas as extremidades 5' e 3'. Em destaque: as duas "dobradicas" e

os dominios RNA SRP, o0 dominio menor (Alu) e o grande (S, especifico) .

Familia: Glycine (RF00504)

Descricao: Glycine riboswitch

O Riboswitch Bacteriano de Glicina ¢é um elemento do RNA que pode ligar o
aminoacido glicina. Riboswitches de glicina geralmente consistem de dois dominios de
aptameros de ligagdo do metabolito com estruturas semelhantes em tandem. Os
aptameros ligam a glicina cooperativamente, para regular a expressdo de genes a
jusante. Em Bacillus subtilis, este riboswitch ¢ encontrado a montante do operon gcvT,
o qual controla a degradagdo da glicina. Acredita-se que, quando ha glicina em excesso,
ele ird ligar-se a ambos os aptameros para ativar tais genes e facilitar a degradagdo da
glicina (MANDAL et al., 2004) . Uma versdao truncada do Riboswitch de Glicina
apresenta curvas sigmoidais de ligagdo com coeficientes de Hill superiores a um, o que
levou a idéia de cooperatividade positiva entre os dois dominios de aptameros
(MANDAL et al., 2004, KWON & STROBEL, 2008). Um estudo de 2012 mostra que a
ligacdo cooperativa nao ocorre na troca com sua extremidade lider 5', mas o proposito

do interruptor duplo de aptamero ainda ¢ incerto (SHERMAN et al., 2012) (Figura 15).



Figura 15: Estrutura secundiria predita e sitios conservados no Riboswitch de Glicina. Fonte:

Wikimedia Commons.

Familia: PreQ1 (RF00522)

Descrigdo: PreQ1 riboswitch

O Riboswitch PreQ1-I ¢ um elemento identificado em bactérias, que atua em
CIS. Tal elemento regula a expressdo de genes envolvidos na biossintese do
nucleosideo’ queuosina’ a partir de GTP (ROTH et al., 2007). Este elemento de RNA,
conhecido como um riboswitch, liga a preQ1 (pré-queuosinal), intermediaria na via de
queuosina. Sua fun¢do como riboswitch foi caracterizada em Bacillus subtilis, em que o
riboswitch esta localizado no lider do operon ykvIKLM (queCDEF), o qual codifica
quatro genes necessarios para a producdo de queuosina (READER et al., 2004).
Considera-se que neste organismo, a ligacdo de PreQ1 com o aptamero do riboswitch,
induz a terminagdo prematura da transcri¢do na fita lider, exercendo um controle
negativo na expressao destes genes. O Riboswitch preQ1 se distingue por seu aptamero,
incomumente pequeno, se comparado com outros riboswitches (KLEIN; EDWARDS;

FERRE-D’AMARE, 2009) (Figura 16).

> Um nucleosideo ¢ um nucleotideo sem o grupamento fosfato, apenas o agticar e sua base nitrogenada;
% Queuosine ¢ um nucleosideo modificado presente em certos tRNAs em Bacteria ¢ Eucaria.



Figura 16: Estrutura secundaria predita e sitios conservados no Riboswitch PreQ1. Fonte:

Wikimedia Commons.

Familia: ykoK (RF00380)

Descricao: ykoK leader

O lider ykoK ou M-box ¢ uma estrutura do RNA para deteccao de Mg2+-, que
controla a expressdo de proteinas transportadoras de ions de magnésio em bactérias. Ele
¢ uma estrutura distinta de resposta do RNA ao elemento Magnésio. O lider ykoK foi
originalmente descrito como uma sequéncia conservada com uma fungao riboswitch em
potencial, encontrada a montante do gene de B. subtilis ykoK, e também de genes
relacionados com as fungdes de outras bactérias (BARRICK et al., 2004). Exemplos da
estrutura conservada de RNA M-box ocorrem a montante de cada uma das trés grandes
familias de transportadores de Mg2+ (CorA, MgtE e MgtA/MgtB) em varias espécies
de bactérias (DANN et al., 2007). A estrutura molecular do (exemplo) M-box a
montante do gene de B. subtilis ykoK inclui seis ligacdes de ions Mg2+. Estudos
bioquimicos indicaram que este RNA M-Box se compacta na presenca de Mg2+ e
outros ions bivalentes. Este processo de dobramento parece interromper uma estrutura
antiterminador, e assim permitir a formagdo de uma estrutura de terminagdo de
transcrigdo. Como esperado a partir deste modelo, as células de B. subtilis reprimem a
expressido de um gene reporter’ a jusante, quando cultivadas na presenga de Mg2-+.
Portanto, o M-box parece funcionar como um “interruptor genético de desligamento”, o

que ¢ importante para a manutengao da homeostase de Mg2+ em bactérias (Figura 17).

7 Gene frequentemente de origem procaridtica, que produz um produto facilmente detectado em células
eucariodticas, sendo utilizado como marcador para determinar a atividade de outro gene, com o qual seu
DNA foi intimamente ligado ou combinado.



Figura 17: Estrutura secundiria predita e sitios conservados em ykoK. Fonte: Wikimedia

Commons.



6 CONCLUSAO

Em uma andlise geral sobre as caracteristicas das familias obtidas para B.
anthracis, B. cereus e B. thuringiensis, um resultado esperado ¢ evidenciado para os
candidatos identificados. Tal resultado deve-se as -caracteristicas dos softwares
utilizados, como a busca de sinais transcricionais especificos e sequéncias terminadoras
(SRIDHAR, 2009) como utilizados pela ferramenta sRNAscanner, que em conjunto,
identificou varias familias envolvidas em processos de regulagao génica.

Ainda conforme afirmado por EDDY, 2001, os ncRNA candidatos foram
classificados também em familias relacionadas com fungdes que requerem o
reconhecimento especifico de dcido nucleico, assim como a regulagdo pds-transcricional
da expressao génica ou modificagdes na orientacdo do RNA.

Um diagrama ¢ proposto na Figura 18 Anexo A, reunindo algumas das
principais caracteristicas encontradas e relacionando-as por espécie para uma exibi¢do
mais concisa, de forma similar a construcdo de um mapa mental. As familias Rfam
atribuidas aos 181 ncRNA candidatos obtidos, sdo assim distribuidas por espécie
segundo uma divisdo por cores (familias exclusivas). Em vermelho temos os dados
referentes a B. anthracis, sendo o verde e o azul respectivamente para B. cereus e B.
thuringiensis. As familias em comum para os trés grupos podem ser visualizadas no
circulo maior, ao centro da figura, enquanto que a familia TPP (canto inferior direito) ¢
compartilhada somente por dois grupos, B. cereus e B. thuringiensis. Ainda seguindo o
mesmo padrdo de cores, os niimeros maiores, ao lado da representagdo da estrutura
secundaria para cada familia indicam o nimero de candidatos nesta identificados.

Os totais para as familias compartilhadas sdo exibidos na representagdo das
“Placas de Petri” para cada espécie, e equivalem aos totais obtidos nas Tabela 10,
Tabela 11 e Tabela 12 sendo a classificacdo de candidatos encontrados por familia e
cepa ¢ demonstrada na Tabela 13.

Os resultados desta etapa de trabalho in silico permitem algumas sugestdes para
o trabalho em bancada. Com a identificacao posicional de ncRNA candidatos por cepa e
sua separacdo em familias, seriam indicadas pesquisas envolvendo os mecanismos de
acao dos riboswitches identificados em cada organismo (Figura 18).

Para cada grupo identificado, sugere-se uma linha de experimentos envolvendo

questdes como: degradagao de glicina (B. thuringiensis MC28), modulagao de lisina (B.



anthracis, cepas Ames Ancestor, Ames, CDC 684, H9401, Sterne), tiamina (B. cereus
B4264; B. thuringiensis BMBI171 cepas kurstaki str. HD73, Bt407 e 155056) bem como
a biossintese de pirimidina (B. anthracis CDC 684), cobalamina (B. cereus 03BB102) e
queosina (B. thuringiensis MC28). Também experimentos sob condi¢des de alta
salinidade in vitro, relacionados a inibi¢do ou inativagdo génica envolvendo ribozimas

(B. cereus AH187).
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PERSPECTIVAS

O objetivo central deste trabalho foi a identificacdo e caracterizagdo do conjunto
de RNAs ndo codificadores como forma de contribuir para o entendimento do
funcionamento de elementos como fatores de viruléncia e genes cry, fundamentais para
esclarecimentos sobre o processo de patogenicidade frente aos insetos alvo. Contudo
além do objetivo principal, outra meta desejavel deste trabalho, com o emprego de
extensa metodologia in silico e com o consequente aprimoramento das técnicas
utilizadas por nossa equipe, uma proposta futura seria a disponibilizacdo de uma
ferramenta online mediante utilizacdo de um gerenciador de contetidos ou um site de
buscas para o banco de dados criado, de forma a contribuir com pesquisas externas e
também atrair a colaboragdo de outras universidades e centros de pesquisa.

Também com o propdsito de dar continuidade ao trabalho aqui apresentado,
propde-se a expansdo das andlises desenvolvidas em direcdo a inclusdo de outros
organismos que ndo exclusivamente representantes do grupo do B. cereus, ampliando a
base de dados de RNAs ndo codificadores e permitindo a criagdo de um banco de dados
mais abrangente, no interesse desta institui¢ao e de suas parcerias. A distribuicao dos
ncRNA candidatos obtidos neste trabalho, associados a implicag@o de trabalhos sobre a
relacdo entre plasmideos e cromossomos poderia justificar uma segunda etapa de
aplicacdo do pipeline aqui utilizado, de forma a identificar e caracterizar os plasmideos
dos organismos  utilizados, para inferéncia de homologia quanto ao material

cromossomico.
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APENDICE A

Familias Rfam Identificadas Em 187 ncRNA Candidatos
Estratéaia: Agrupamento de regides contiguas
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Figura 18: Familias Rfam atribuidas aos 181 ncRNA candidatos obtidos, distribuidas por espécie. Legenda por cores (familias exclusivas), em vermelho referem-se a B. anthracis, sendo o verde e o azul respectivamente para B. cereus e B. thuringiensis. As familias
em comum para os trés grupos podem ser visualizadas no circulo maior (ao centro), enquanto que a familia 7PP (canto inferior direito) ¢ compartilhada somente por dois grupos. Utilizando o mesmo padrao de cores, os niimeros maiores, ao lado da representacio da

estrutura secundaria para cada familia indicam o nimero de candidatos identificados em cada familia. Os totais para as familias compartilhadas sio exibidos na representacdo da Placa de Petri, para cada espécie.
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Tabela 13: Numero de ncRNA candidatos (preditos) agrupados por espécie, cepa, familias Rfam e caracteristicas do genoma.
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Cepa (strain)
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Grupo Grupo do Batcillus cereus, constitufdo por sels espécies: Bacillus cereus, considerada a espécie sensu stricto e caracteristica do grupo, Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus myceides, Bacillus pseudomycoides e Bacillus wehenstephanensis.
sop Bacillus anthracis: ncRNA Preditos Bacillus Cereus: neRNA Preditos Bacillus Thuringensis: ncRNA Preditos
Membros desta espécie ndo sdo moveis e sdo todos caracterizados pela presenca Espécie onipresente in natura, Capacidade de produzir inimeros fatores de viruléncia ndo especificos, incluindo fosfolipases, hemolisinase  Caracteristica entomopatogénica, deve-se a formagdo de proteinas denominadas Cry, formadas em seu ciclo de esporulagdo, juntamente
Gk de quatro profagos e uma mutagdo sem sentido no gene regulador pleR enterotoxinas ¢om um esporo elipsoidal. Tais proteinas se juntam e cristalizam ainda dentro da célula vegetativa, formando eristais proteicos
(KLEE et o, 2010) (HAN et al, 2006) (CRICKMORE et 2, 1598)
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Fonte: Pipeline do Laboratorio de Bioinformatica CCB-UEL, 2015, Total 23 familias Rfam - Banco de dados grupo_cereus. Familias - Rfam V11.0.
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APENDICE C

1 PROTOCOLO DE TRABALHO PARA LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DE RNAS
NAO CODIFICADORES;

1.1. O Servidor: Hardware e Software

Ferramentas utilizadas no Laboratério de Bioinformatica do CCB-UEL.:
Software: o servidor onde foram realizadas as andlises propostas utilizou
Sistema Operacional (SO): Ubuntu 12.04 Server e SO: Windows Server 2012 com
licenca de avaliagdo, para Junho 2013.
Hardware, especificacdoes do Servidor HP ProLiant ML350p Gen8:
e Chassi: Torre;
e (CPU: 2 x 2GHz Xeon E5-2650;
e Memoria: 16GB DDR3 RDIMM com expansao até 384GB (768GB com LR-
DIMMs);
e Storage (armazenamento): 2 x 600GB HP SAS 10K hot-swap SFF hard disks
(max.24);
e RAID: Smart Array P420i with 2GB FBWC/capacitor;
e Array support: RAIDO, 1, 10, 5, 50, 6, 60;
e Expansdo: 8 x PCI-e Gen3, 1 x PCl-e Gen2;
e Rede: 4 x Gigabit;
e Energia: 2 x 750W abastecimento hot-plug;

e Gerenciamento remoto: HP iLO4® Standard com 10/ 100;

1.2. Extracio das Regides Intergénicas: Software Artemis

Utilizar a funcionalidade "Intergenic Features" (em livre traducio:
caracteristicas, recursos intergénicos).

Execug¢do: Menu Principal / Create Menu.

Acdo: geragdo de arquivos fasta com as sequéncias intergénicas para cada

linhagem em estudo (Figura 19). Tal funcionalidade processa os arquivos de formato

¥ iLO: Os servidores HP possuem o servio de gerenciamento iLO (HP Integrated Lights-Out) inclusive
para acesso via smartfones, em verificagdo a viabilidade financeira de utilizagdo deste, caso contrario
serdo utilizadas tecnologias de acesso livres como SSH (Linux) ou TeamViewer (Maquinas virtuais no
mesmo servidor).
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padrao de anotacao (neste caso GenBank, *.gbk) gerando a andlise para as regides entre
CDS anotados nas sequéncias processadas, identificando tais regides como

"misc_feature" (caracteristicas, tracos diversos).
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Figura 19: Geracao do arquivo fasta com sequéncias intergénicas

Entre os genomas pesquisados para a etapa de testes do pipeline, o Software Artemis
(versdo utilizada 16.0.0) apresentou restrigdes no processamento de alguns itens,
listados a seguir. A listagem abaixo mantém a nomenclatura de processamento dos
arquivos, notadamente ndo formatados para a notacao cientifica, também mantivemos o

texto original do log de processamento:

e Bacillus_cereus biovar anthracis CI uid50615-NC _014335: processado com
restricdes’;

Bacillus cereus FRI 35 uid173403-NC _018491: ndo processado;

Bacillus _cereus Q1 uid58529-NC_011969: processado com restri¢des;
Bacillus_thuringiensis HD 771 uid173374-NC_018500: ndo processado;
Bacillus_thuringiensis HD 789 uid173860-NC_018508: ndo processado;

1.3. Métodos de Inferéncia Computacional: Identificacio de ncRNAs

? Exemplos de “warnings” - logs de processamento, restri¢des, avisos: (1) BAM & VCF not visible, (2)
source can't have biovar as a qualifier, (3) tRNA can't have codon_recognized as a qualifier, (4) internal
stop codon found, (5) no valid stop codon found.
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e Primeiro método: processamento via Infernal V.1.1 / banco de dados Rfam
V.11.0,

e Segundo método: analise comparativa com o banco de dados da UTFPR que
reine ncRNAs conhecidos e anotados com base em pesquisa no Non-coding
RNA Databases Resource (NRDR).

e Terceiro método: processamento via SRNAscanner V.1.9. Atencdo: esta etapa
ndo utiliza as regides intergénicas, ver especificacdes no item 1.3.3 (Suite
sRNAScanner);

e Entrada de dados/Input: os dados das regides intergénicas dos 26 genomas
selecionados, identificadas pelo Artemis foram gerados e salvos em arquivos
multifasta (Figura 20).

e Procedimento: submeter os arquivos multifasta a dois métodos de inferéncia

computacional para identificagdo de ncRNAs.

Arquivo  Editar Localizar Visualizar Formatar  Linguagem  Configuracdes Macro  Executar TextFX Plugins Janela %
HE o8 4 DDty 3 ER|S1EICIDEE =a
[=] Bacilus_arthracis_AD248_uid59385-NC_012659 fasta l

] Pmisc_featuxe misc feature undefined product 1:306 forward
2 ataactttcttaatttcattgotatagotacttttttttgatattatagttgtgttttea
3 ctttgaataagttttccacatctttatcttatccacaatttgtgtataacatgtggacag

o B

»

4 ttttaatcacatgtgggtazatgattatccacatttgoctttitttgtcgaaaaccetatet

5 catatacasacgacgtttttaggttttaaaatacgtttcgtataaatatacattttatat

& ttattcaggttgtacatttgttgcacaaccttattctittaccatcttagtaaaggagag
acacct
>misc feature misc feature undefined product 1648:1825 forward
tagoctgaatagtgtgaataacttocococttgttttacgcacagtetatocacatgtagatag
actgtttttacatctttcaacggggttatccacatatccacaagocctattactattact
actattttttatctttattaattaaataaaatcttatacttaccgyagyttocttottt
>misc feature misc feature undefined product 2866:3092 forward
gtaagaaataagggttgctagttttcagatgoctagtagcoottatttgatttttgggtat
tactttcctaatgotagtttatttagtacaatgaaagaatgaacactttcagaaagtgag
cgatttt
>misc feature misc feature undefined product 3306:3317 forward
agggggagccct

Normal te length : 1465687  lines : 25851 Ln:1 Col:1 Sel:0 UNIX

Figura 20: Arquivo multifasta de sequéncias intergénicas (Artemis V.16.0.0)

1.3.1. Banco de Dados Rfam e o Pacote de Software Infernal
Método de descoberta de ncRNAs: Rfam X Infernal
Banco de dados Rfam (RNA Families): informagdes sobre familias de
ncRNAs com base na evolugdo de um ancestral comum possibilitando inferir

informacdes sobre a sua estrutura e fungao;
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Acesso: livre e base de dados disponivel para download e instalagdo local

(utilizag@o do pacote de software INFERNAL)

Institui¢do mantenedora: Instituto Wellcome Trust Sanger e colaboradores.

Funcionalidades da interface: pesquisa de ncRNAs por palavra-chave, nome de

familia, ou genoma, sequéncias de ncRNA, nimero de acesso EMBL.

Infernal (Inference of RNA Alignment): anotacdo de genomas completos ou

sequéncias homodlogas a ncRNAs conhecidos. Pesquisa de estruturas de RNA e

similaridades entre sequéncias a partir de bancos de dados de sequéncias de DNA.

1.3.2. Etapa de inferéncia computacional:

Entrada de dados/Input: 26 arquivos contendo as sequéncias
intergénicas

Ambiente/Maquina: processamento local - servidor HP ProLiant
ML350p GenS8, sistema operacional Ubuntu Server 64Bits;

Software utilizado: software Infernal V.1.1

Banco de dados para pesquisa e versdo: Rfam V.1.1,;

Saida de dados/Output: 26 arquivos, conforme os parametros nas linhas
de comando (ambiente Linux) do exemplo local abaixo (demonstracio da

aplica¢ao dos parametros):

Sintaxe:

usuario@maquina:/diretorio#programa_de busca <parametros> ...

-0 Arquivo_saida.out <multifasta>

-A Arquivo_saida.aln <multifasta>

--tblout Arquivo_saida.tbl <tabela>

Banco.versao

Arquivo_entrada.fasta &

Parametros utilizados:

root@HP_server:/../artemis _ign_fastat#tcmsearch

-0 Bacillus _anthracis A0248 uid59385-NC _012659.out

-A Bacillus_anthracis A0248 uid59385-NC 012659.aln
--tblout Bacillus anthracis A0248 uid59385-NC 012659.tbl
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Rfam.cm.1_1
Bacillus_anthracis A0248 uid59385-NC _012659.fasta &

1.3.3. Suite sSRNAscanner

e Método de descoberta de ncRNAs: sRNAscanner.

e Requisito do programa sRNAscanner: execucao em ambiente Linux.

e Execucdo: Servidor HP ProLiant ML350p Gen8 (Infolab). Sistema
operacional Ubuntu Server 64Bits.

e Rotinas corretivas (quando necessario): Laptop Acer Aspire 4745-
7494, Sistemas Operacionais Windows Seven Ultimate - service pack 1
64Bits em dual boot com Ubuntu 14.04 LTS 64Bits, conforme tutorial
abaixo (Tabela 14 e Figura 21).

e Execucio do sRNAscanner para processamento dos genomas
escolhidos:

O sRNAscanner recebeu como entradas para cada genoma, os respectivos
arquivos renomeados como:

Acession.Gen.Str.Uid.ptt: Formato NCBI para tabelas de proteinas;
Acession.Gen.Str.Uid.fna: Formato NCBI para sequéncias fasta de genomas;

Desta forma note-se que, devido ao processo de identificacdo para ncRNAs
utilizado pelo sRNAscanner, o processamento nesta etapa ndo utilizou as sequéncias
intergénicas produzidas pelo Artemis.

e Entrada de dados: obter somente os arquivos *.fna e *.ptt (Diretorio/repositorio:
010-FTP-NCBI) ;

Obs: escolher arquivos identificados como “complete genome”;

e Descricao dos formatos NCBI:
* gbk: genome in genbank file format;
* fha: genome fasta sequence;

* ptt: protein table;
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e Diretorios: Utilizar um diretério para cada execucdo do sRNAscanner, ou criar
varios Input.data, como'*:
Inputl.data
Input2.data
Input3.data

e (ada Input.data deve apontar para seu conjunto de arquivos especifico (*.fna e
* ptt); Pode-se reunir todos os arquivos fna e ptt na mesma pasta, acrescentando-se o

nome padrao dos gbks, ex:

Tabela 14: sRNAscanner - Exemplo de preparagdo dos arquivos para processamento

Nomenclatura original Nomenclatura utilizada como padrao neste projeto

NC_008600.gbk Bacillus_thuringiensis_Al_Hakam_uid58795-NC_008600.gbk
NC_008600.fna Bacillus_thuringiensis_Al_Hakam_uid58795-NC_008600.fna
NC_008600.ptt Bacillus_thuringiensis_Al_Hakam_uid58795-NC_008600.ptt

Fonte: Pipeline do Laboratdrio de Bioinformatica CCB-UEL, 2014.

e Estrutura de pastas:

usuario@magquina:~\Diretorio Base\ <arquivos de configuragdo e executaveis>
usuario@magquina:~\Diretorio_Base\ output_files \ <arquivos de processamento - resultados>

usuario@maquina:~\Diretorio Base\ tmp | <arquivos temporarios de execugdo, testes,

matrizes>
e Para evitar sobrescrever os dados, os resultados da pasta output files foram
. ~ IS
removidos a cada nova geragdo de arquivos ;
Cada pasta de execugdo pode ser renomeada conforme o organismo, ex:

\output_files Bacillus thuringiensis Al Hakam uid58795-NC_ 008600

e O SRNAscanner foi executado no diretério de processamento conforme a linha de
comando exemplificativa a seguir (Figura 21):

andre@andre-Aspire-4745:~/Documentos/062-sRNA processamento/sRNAscanner Ubuntul 03
/sSRNAscanner Ubuntul(.exec Input.data

1% Otimizagdo: utilizar a nomenclatura listada no exemplo para o caso de implementagio de uma estrutura
de repeticao (iteragdo ou loop) como um "for".
'O processamento de um genoma de 5Mb/5.000Kb tem tempo de execugdo ~ 60 minutos.



84

Figura 21: sRNAscanner - processamento de duas strains simultaneamente

1.4. Banco de Dados Final: PostgreSQL
Banco de dados e versdo: PostgreSQL V.9.1;

Nomenclatura do banco de dados criado: Grupo cereus (dados provindos dos métodos
de processamento e descoberta, Figura 2);
Foi utilizada a nomenclatura das tabelas criadas — Ver Material Suplementar no
DVD: Banco de Dados\Scripts SQL):
e Etapa 1: Instru¢des DDL para criagdo do banco de dados;
(Material suplementar: 001-criacao _banco.sql)
e Etapa 2: Carga das tabelas primarias do banco de dados;
a. InfernalRfam:
b. (Material suplementar: Tabular output formats - Descricao Colunas.txt)
c. sRNAscanner: 26 itens (multifasta);
d. Genomas: 26 genomas (*.fna);
e. bd NRDR: 1369 candidatos carregados, selecionadas em um total de 16328;
e Etapa 3: Instrugdes DML para adequagao do banco;
(Material suplementar: 002-correcoes.sql)
Operacoes:
Célculo de posic¢des de inicio e fim reais no infernal, (tabelas: genomas X infernal);
Calculo de posicdes de inicio e fim reais no nrdr, (tabelas: genomas X nrdr);
Verificagdes para fita reverse (““-);

Testes:



85

Selegao de regides coincidentes;

Selecionar onde infernal esta contido no srna;

Selecionar onde infernal contem o srna;

Selecionar onde infernal = srna;

Selecionar srna onde ndo existe coincidéncia com infernal;

Selecionar infernal onde nao existe coincidéncia com srna;

Sele¢do das sequéncias ncRNAs identificadas;

Selecdo das regides coincidentes com unido dos métodos de descoberta;
Geragao das tabelas web e ftp para a criacao da tabela geral de familias Rfam;
Correcdes: caracteres especiais ndo tratados apos carga no banco de dados;

Criacao das tabelas de visao: relatorios;

e Etapa 4: Instru¢des DML para preparacao das analises;
(Material suplementar: 003-atualizacoes.sql)
Tratamento das familias Rfam: insercdo das descri¢des e espécies por familia;
Indexagdo da tabela de familias para otimizagdo das buscas;
Geracao do agrupamento final: 534 familias;
Inser¢do das familias na tabela de grupos;
Indexacdo: geragdo do nc_gen sem a versao;
Verificagdes: existéncia de dois accessions para genomas diferentes;
Apos updates: seleciona todos os infernais que contem srna;

Apds updates: seleciona todos os infernais que contem nrdr;

e Etapa S: Instrugdoes DML para extracdo de dados e geracao dos relatorios;
(Material suplementar: 004-montagem_totalizadora cabecalhos_transposta.sql)
Montagem da tabela totalizadora: cabegalho - grupo, espécie, id, cepa, tamanho e
percentual de GC nos genomas, identificadores UID e NC;

Montagem da tabela totalizadora: corpo de dados - totalizadores dos métodos de

descoberta (3) por estratégia (6);



