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RESUMO

O GenBank é um banco de dad os publico de sequéncias de nucleotide os, atualmente
gerido pelo NCBI-Na tional Center for Biotechnology Information, que fornece
mecanismos para 0 acesso e processamento de informacdes armazenadas. Uma forma
de acesso as informagdes do GenBank é através da suite BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) para busca de similaridade local entre sequéncias genéticas. As informagdes
do GenBank podem ser acessadas pelo website do NCBI ou localmente. O website NCBI
BLAST € uma maneira facil de encontrar sequéncias, mas impde algumas limita¢cdes na
parametrizacdo da consulta, e pesquisas em lote de larga escala ndo estdo disponiveis.
Objetivando preencher esta lacuna, este trabalho ira apresentar a ferramenta VNBlast. O
VNBlast é uma aplicagédo web amigav el que tem como base o NetBlast do NCBI, que
oferece um numero substancial de parametros para a busca e alinhamento de sequéncias
que sdo efetuadas diretamente no Gen Bank através de webservices, evitando a
necessidade de dow nload dos conju ntos de dados e apresenta ndo como resultado
informacgdes constantemente atualizadas. O VNBI ast foi capaz de ex ecutar alinhamentos
de forma mais simplificada e intuitiva que o Netblast, apresentou maiores possibilidades
de resultados que o site BLAST da NCBI, ofereceu mais parametros para busca direta
que as ferramentas citadas e possibilitou a execugao de buscas em lote.

Palavras-Chaves: VNBIlast. BLAST. GUI. Bioinformatica.



SANTOS, Marcio. VNBIast - A Netblast Management System. 2011. 108 p. Dissertation
(Master's degree) - State University of Londrina, Londrina. 2011.

ABSTRACT

GenBank is a public databas e of nucleotide sequences built by the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) that provide mechanisms for accessing and processing
stored information. Away to access information on Ge nBank is BLAS T (Basic Loc al
Alignment Search To ol) a program to search for local similarity between sequences.
GenBank information can be acc essed through NCBI website or locally. NCBI BLAST
website is an easy way to find sequences, butimposes so me limitations in the
parameterization of the query, and batch searches in large-scale are not available. In order
to fill this gap, this paper will introduce the VNBIast tool. VNBlast is a user-friendly web
application based on NCBI NetBlast, which offers a substantial number of parameters for
search and alignment of sequences directly on GenB ank, avoiding the need of manual
download of datasets and always presenting as result updated information. VNBlast was
able to perform alignments in an easier and more intuitive way than Netblast, it presented
more possibilities of results than the NCBI BLAST website, offered more parameters for
direct search that the mentioned tools and allowed the execution of batch searches.

Keywords: VNBIlast. BLAST. GUI. Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas e aplicagoes praticas da biologia molecular tém sido muito im-
portantes para uma melhor compreensdo da vida e das doencas (SOH et al., [2007)). A com-
preensdo do funcionamento celular em nivel molecular possibilita um melhor entendimento do
organismo como um todo (AMARAL; SANTELLI, 2011). Visando aprimorar o conhecimento
biomolecular, pesquisas em larga escala tém sido empregadas na descricao do genoma de uma
ampla variedade de organismos, destacando-se entre elas o préprio projeto do genoma humano
(RIDLEY], 2006; [NG; PANG, 2010)).

O sequenciamento de genomas e estratégias de sequenciamento genético tém
gerado grandes volumes de sequéncias genéticas anotadas, tanto de nucleotideos quanto de
proteinas. A melhor maneira de tornar estas sequéncias de nucleotideos, proteinas e outras
informacdes genomicas disponiveis para pesquisadores, estudantes e demais interessados em
todo o mundo, tem sido através de bases de dados publicas que permitem o acesso facilitado

a estas informacoes.

Dentre os varios bancos de dados de informacdes biomoleculares atualmente
disponiveis, o GenBank (BENSON et al., [2009)), que é um banco de dados ptiblico de sequéncias
de nucleotideos e proteinas, contém informagdes genéticas de mais de 380 mil organismos e é
mantida pelo NCBI - National Center for Biotechnology Information (BENSON et al., [2009))
desde a década de 80, tendo como sede a cidade de Bethesda, no estado de Maryland - Estados
Unidos. Este banco foi criado a partir de sequéncias nucleotidicas obtidas por pesquisadores
oriundos de varios lugares do mundo (BENSON et al., |2009).

As informacdes atualmente contidas no GenBank s3o provenientes n3o ape-
nas da submissao direta de novas sequéncias genéticas obtidas através do processo de sequen-
ciamento por pesquisadores e laboratdrios, mas também através de sequéncias submetidas por

outros bancos de dados interconectados ao GenBank e distribuidos pelo mundo.

Dentre eles, é possivel citar o europeu EMBL - European Molecular Biology
Laboratory (STOESSER et al., [2002), um banco de dados descentralizado, distribuido entre
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algumas localidades da Europa; o japonés DDBJ - DNA Data Bank of Japan (TATENO et al.,
2000) e o intercontinental PDB - Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000). Todos estes

bancos estdo interligados e compartilham informagdes entre si diariamente.

Nestes bancos de dados genéticos, existem aproximadamente trés décadas
de informagdes armazenadas e segundo (BENSON et al., 2009), no fim de 2009 o ndmero
de bases de nucleotideos era de aproximadamente 106 bilhdes, totalizando aproximadamente
108 milhdes de sequéncias individuais. Devido a este crescimento exponencial, estima-se que

o volume de informacdes do GenBank dobra a cada 35 meses.

Mas t3o importante quanto o armazenamento adequado destas informagdes
em bases de dados, assim é o processo de localizacdo de informacdes especificas em meio a
este grande volume de dados. O processo de compara¢ao entre informagdes genéticas e dados
biomoleculares previamente armazenados nestes bancos de dados genéticos possibilitam uma
melhor compreens3o das caracteristicas determinantes da nova sequéncia obtida, possibilitando
ao pesquisador definir com maior precisdo a descricao que acompanhara a nova sequéncia. Esta
comparacdo entre sequéncias ¢ feita pelo processo conhecido como alinhamento de sequéncias

genéticas.

Estes grandes bancos de dados, tais como o GenBank, disponibilizam de
forma publica e livre de 6nus mecanismos para o acesso, localizacdo e processamento de
dados armazenados em seus arquivos. No GenBank, as informacbes podem ser acessadas pelo
endereco de internet do NCBI ou localmente, através do download manual dos arquivos de
dados disponiveis por ftp, em conjunto com aplicativos em modo texto para o processamento

e pesquisa das informacdes contidas nos arquivos de dados.

Existem atualmente dois mecanismos principais de acesso a informacdes no
GenBank, disponibilizados pelo préprio NCBI: o ENTREZ (SCHULER et al., [1996) e 0o BLAST
(ALTSCHUL et al 1997). O ENTREZ é um sistema de acesso ao GenBank que suporta a
busca de identificadores de texto e anotacdes de sequéncias, que possibilita a obtencao de
informagdes em diferentes formatos. O ENTREZ baseia-se no fato de que existem relacdes
|6gicas pré-existentes entre as entradas individuais encontradas em numerosas bases de dados

publicas.

A existéncia de tais conexoes naturais, principalmente de natureza bioldgica,
fomentou o desenvolvimento de um método através do qual todas as informacdes sobre uma
determinada entidade biolégica poderiam ser encontradas, sem a necessidade de consulta e
analise sequencial em bancos de dados distintos. Estas necessidades corroboraram para o

surgimento da ferramenta ENTREZ, um metabuscador desenvolvido e mantido pelo NCBI.
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Ja o BLAST - Basic Local Alignment Search Tool é um algoritmo de ali-
nhamento genético, implementado como uma aplicagdo que busca similaridade local entre
sequéncias genéticas e tém sido amplamente utilizado para fazer inferéncias sobre a funcao de
uma determinada sequéncia e suas possiveis relacdes filogenéticas. O BLAST produz como
resultado o alinhamento local de sequéncias, ou seja, apenas uma parte de cada sequéncia
devera ser alinhada. O BLAST faz uso da teoria estatistica para determinar se um acerto pode

ter ocorrido por acaso ou nao.

Este padrdo de algoritmo heuristico no qual o BLAST foi desenvolvido é
conhecido como método de alinhamento local (EDDY) [2008). Algoritmos heuristicos de ali-
nhamento de sequéncias tém como uma de suas principais caracteristicas a velocidade no
processo de alinhamento. Estes algoritmos sao recomendados para alinhamento entre sequén-

cias de tamanhos diferentes ou sequéncias com apenas alguns trechos conservados.

O algoritmo BLAST se subdivide em trés etapas basicas. A primeira etapa
cria uma lista de sequéncias curtas (palavras) com pontuagdo acima do valor limite do pro-
grama, quando alinhadas com a sequéncia alvo. Na segunda etapa, o banco de dados é
consultado para serem obtidas as ocorréncias destas palavras no mesmo. Por fim as palavras
sao combinadas primeiramente em pares, estendidos a alinhamentos locais entre o alvo e cada
sequéncia do banco de dados, que serdo classificados conforme uma pontuacdo estabelecida

de acordo com o nimero de palavras alinhadas.

Uma importante aplicacdo do BLAST ¢é a identificagcdo de regides conservadas
em sequéncias. Esta identificagdo tém por objetivo a projecao de sondas especificas que serdao
utilizadas para as reagdes de detecgdo molecular ((MARSHALL, 2004); (WECKX et al., 2004);
(SCHRETTER; MILINKOVITCH, 2005); (BALLY et al., 2010).

No entanto, devido ao crescimento exponencial do nimero de sequéncias
disponiveis no GenBank, a busca de informacdes e o processo de alinhamento muitas vezes de-
mandam um tempo proibitivo. Além disso, a pagina de internet do programa BLAST, acessivel
através do endereco de internet do NCBI, apresenta um nidmero reduzido de pardametros dis-
poniveis para consultas e alinhamentos. Em adicdo a estas limita¢Ges, buscas e alinhamentos

de sequéncias em lote n3o estdo disponiveis.

Em contrapartida, o NCBI disponibiliza um conjunto de ferramentas para
buscas, alinhamentos locais e remotos, desenvolvidos e distribuidos como aplicacoes em modo
texto, que possuem grande capacidade e desempenho de processamento. Dentre estas apli-
cacBes destaca-se a familia de programas BLAST (Blastn, Blastp, Blastx, Tblastn, Tblastx,
Mega BLAST e BLAST Psi) (ALTSCHUL et al., [1997).
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Boa parte destas ferramentas foi desenvolvida para a realizacdo de pesquisas
e alinhamentos de sequéncias obtidas no GenBank através de bases de dados locais, com
excecdo de uma aplicacdo cliente chamada Netblast. O Netblast equivale ao conjunto de
ferramentas mencionadas anteriormente, mas efetua as buscas e alinhamentos diretamente no

GenBank, sem a necessidade de prévio download dos arquivos de dados.

Apesar da capacidade e do desempenho que as aplicacGes console disponibi-
lizadas pelo NCBI possuem, as vezes, a linha de comando necessaria para a realizacdo de uma
consulta pode se tornar extensa, dependendo do nimero de parametros necessarios para sua
execucdo, aumentando as chances de erros de digitacdo e a consequente falha no processo de
busca e alinhamento. Esta falha poderad ocorrer na forma de uma mensagem de erro ou ainda

através de um resultado de busca indesejado.

Objetivando possibilitar uma melhor interatividade com o usudrio do que
as versdes BLAST em modo texto; oferecer um maior nimero de pardmetros de busca e
alinhamento e adicionalmente a opcao de buscas em lote quando em comparacao com a
versdao BLAST para a internet da NCBI; e, de modo geral, uma maior facilidade no processo
de busca e alinhamento, este trabalho ird apresentar o VNBlast, uma versao grafica para a
internet do Netblast, aplicativo este que foi originalmente desenvolvido para utilizagdo por
linhas de comando, mas que agora sera apenas o nticleo de uma interativa interface grafica

amigavel para a internet.

1.1 A dissertacao

Para este fim, o presente trabalho serda segmentado da seguinte forma: o
Capitulo 2 apresenta os trabalhos correlatos, o Capitulo 3 apresenta o alinhamento de sequén-
cias através do algoritmo BLAST, o Capitulo 4 apresenta a ferramenta VNBlast, o Capitulo 5

apresenta a proposta de trabalhos futuros e a conclusdo.
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2 Trabalhos Correlatos

A biologia possui uma vasta gama de possibilidades de aplicacdo de técnicas
de computacao para a resolucao de problemas tipicamente biolégicos em um tempo mais
adequado do que por métodos manuais. Um exemplo da aplicagdo de técnicas computacionais
na drea bioldgica é o procedimento de comparacao entre sequéncias genéticas, conhecido como
alinhamento de sequéncias genéticas. Este procedimento, quando efetuado manualmente,

torna-se lento e altamente suscetivel a erros por falha humana.

Com o surgimento da bioinformatica, varios algoritmos computacionais foram
desenvolvidos visando o aprimoramento da técnica de alinhamento de sequéncias. Com o
passar dos anos varios destes algoritmos sofreram atualizagdes visando um melhor desempenho
e correces de possiveis falhas. Da mesma forma, varios programas abertos surgiram como
implementacdes dos algoritmos desenvolvidos, facilitando o acesso a estas ferramentas para

pesquisadores e estudantes. Este capitulo apresentard alguns programas dedicados a este fim.

2.1 BLAST via Website do NCBI

O NCBI disponibiliza uma forma de acesso simplificada ao mecanismo de
busca e alinhamento BLAST, através da prépria pagina do NCBI. Segundo a definicao dada
pelo préprio NCBI, o objetivo do BLAST é encontrar regides de similaridade local entre sequén-
cias. Este programa compara sequéncias de nucleétidos ou proteinas com as bases de dados
de sequéncias e calcula a significancia estatistica dos alinhamentos. O BLAST pode também
ser usado para inferir relagdes funcionais e evolutivas entre as sequéncias, assim como ajudar
a identificar os membros de familias de genes. A Figura [2.1] apresenta a pdgina do NCBI
contendo o mecanismo bdsico de consultas ao GenBank. Ja a Figura [2.2] apresenta a opcao
avancada de selecdo de parametros para a consulta ao GenBank. Apesar da facilidade de utili-
zacdo do site disponibilizado pelo NCBI, este apresenta algumas limita¢des em sua utilizag3o.
Entre elas estdo o nimero limitado de parametros de busca e alinhamento e a impossibilidade

da execucdo de buscas em lote de larga escala. Isto se deve ao fato de que o NCBI recebe uma
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) Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

Search database Human G+T using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

[ show results in a new window

(#)Algorithm parameters

Figura 2.1: Website da NCBI para buscas basicas usando o BLAST.

grande quantidade de acessos simultaneos diarios, oriundos de vérias partes do mundo. Estas
restricoes possibilitam uma maior estabilidade na disponibilizacao deste servico a comunidade

cientifica.



19

E)Algurilhm parameters
General Parameters

Max target 100 -
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Mask V| Mask for lookup table only &
Mask lower case letters &

BLAST Search database Human G+T using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

Show results in a new window

4

Figura 2.2: Website da NCBI exibindo a op¢do de parametros avancados de busca usando o
BLAST.

2.2 Alkahest NuclearBLAST

O Alkahest NuclearBLAST (DIENER et al., [2005) é uma interface gréfica de
internet para gerenciamento e analise de sequéncias, que foi desenvolvida como um aplicativo
servidor. O pacote de instalacdo deste software fornece uma base de dados MySQL para
armazenar as consultas realizadas. Através das informacdes do banco de dados, obtidas a
partir de consultas usando a ferramenta Blastall (ALTSCHUL et al., 1997)) é possivel fazer a

analise e mineracao de resultados.

O principal objetivo para o desenvolvimento do NuclearBLAST foi o de for-
necer aos bidlogos um sistema centralizado, onde os resultados gerados pelo algoritmo BLAST
pudessem ser obtidos e recuperados através de um sistema de armazenamento de dados re-
lacional para andlise comparativa. Um outro objetivo secundario no desenvolvimento desta
ferramenta foi o de projetar uma solucdo que fosse totalmente desenvolvida por ferramentas

de cédigo aberto.

Além dos recursos do banco local, o NuclearBLAST pode fornecer os termos
Ontoldgicos (Ontology) do gene para sequéncias e opgdes para exportacdo de informagdes em
formato de planilha. A fonte de informacgdo utilizada pelo NuclearBlast advém dos conjuntos
de dados obtidos através do pacote BLAST, porém sua utilizacao é feita através de uma base
de dados local, que é alimentada através de arquivos baixados manualmente do endereco de
ftp do NCBI.
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Estes conjuntos de dados baixados irdo alimentar o banco de dados local
para pesquisas. O uso de um banco de dados local resulta em um bom desempenho para
buscas sucessivas, mas também pode gerar informac¢des desatualizadas, se o banco de dados

nao for constantemente atualizado.

O NuclearBLAST tira proveito dos recursos da computacao em cluster, para
aumentar a taxa de transferéncia de grandes volumes de dados do BLAST. O desenvolvimento
dessa ferramenta foi baseado na utilizagao de uma série de pacotes de software aberto, incluindo
o BioPerl (COMMUNITY, [2011)), o Apache (FOUNDATION; 2011), o PHP (TEAM, 2011e)

e o MySQL (TEAM, 2011b), assim como o uso do Linux como sistema operacional base.

Os navegadores da internet foram escolhidos como interface para o Nuclear-
BLAST, pois sdo amplamente utilizados e globalmente disponiveis para varias plataformas
de sistemas operacionais. O servidor de internet Apache foi utilizado para fornecer controle
de acesso e conexdes criptografadas, caso o usuario necessite assegurar a confidéncia na sua

pesquisa.

No NuclearBLAST, o BioPerl fornece um mddulo de andlise para os resul-
tados do BLAST, que s3o carregados posteriormente para o banco de dados MySQL. Todas
as informacdes sobre as pesquisas do BLAST sdo carregadas no banco de dados e o status de

cada consulta em um trabalho é monitorado pela aplicacao.

Este projeto cliente-servidor do programa permite o uso de varios compu-
tadores executando as andlises BLAST em um cluster, empregando para isso o software de
gerenciamento PBS (Sistema de Lotes Portavel) (TEAM, 2011d).

O NuclearBLAST pode ser utilizado tanto em um tnico computador quanto
em vdérios computadores em um laboratério, utilizados como nés de trabalho e sendo execu-
tados em seu tempo livre de processamento ou em uma rede de computacao dedicada a esta
tarefa. A instalagio minima do NuclearBLAST requer uma estacdo de trabalho tipica que

atuard tanto como servidor quanto como estacdo de trabalho.

A fim de manter o banco de dados MySQL com um tamanho gerencidvel e
reduzir dados redundantes no sistema, foi adotado por padrao o formato de banco de dados
BLAST como o lnico formato de entrada aceito. Apenas os nomes dentro de cada con-
junto de dados e uma quantidade minima de metadados sao armazenados no banco de dados
MySQL. Outra forma de minimizar o tamanho do banco de dados utilizado, foi através do
armazenamento de todas as estatisticas de resultados no banco de dados, porém excluindo-se

os alinhamentos reais. Quando necessario, os alinhamentos s3o recriados, extraindo-se as duas
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sequéncias do banco de dados local do BLAST e alinhando-as através do Bl2seq (ALTSCHUL
et al.,|1997). Os usudrios podem importar conjuntos de dados, analises, e ver os resultados na
interface de internet PHP através de seu navegador. Parametros de linha de comando podem

ser utilizados para o desenvolvimento de consultas mais complexas, ou para fins especiais.

Os arquivos de sequéncia utilizados s3o importados em formato FASTA e o
NUCLEAR-BLAST faz uso do utilitario Formatdb do NCBI para transformar sequéncias no
formato exigido pelo Blastall. Ao importar um conjunto de dados de sequéncias no Nuclear-
BLAST, o usudrio especifica se a sequéncia pode ser usada em pesquisas subsequentes como
uma consulta, um alvo, ou ambos. Especificando a op¢ao ambos, o programa permite analises

BLAST reciprocas entre conjuntos de dados menores.

Estes parametros podem ser ajustados para permitir aos usudrios o acesso
a grandes conjuntos de dados como alvos, mas ndo como consultas. Isso evita que erros
ocasionais de parametros impliquem na consulta equivocada de bases de dados muito grandes,
como o banco de dados GenBank de proteinas n3o redundantes, ao invés de conjuntos de

dados muito menores (e ndo vice-versa).

Um assistente de pedidos de trabalho orienta o usuario durante o processo de
montagem de uma consulta. A Figura[2.3]apresenta o fluxograma de tarefas no NuclearBLAST.
Esta ilustracdo de fluxo de trabalho do programa descreve o progresso de uma solicitacdo de
andlise BLAST.

A Figura [2.4] apresenta imagens do Assistente para Solicitacdo de tarefas
no NuclearBLAST. O primeiro painel mostra o conjunto de definicdes de consultas possiveis
no sistema. Dependendo da escolha, os submenus adequados s3ao disponibilizados, conforme
pode ser visto no segundo quadro da Figura [2.4] Na sequéncia o assistente permite limitar os
valores de resultados armazenados e da opg¢des para a selecdo do banco de dados BLAST de

destino no sistema.

A Figura [2.5] apresenta cépias de tela da interface do NuclearBLAST. O
primeiro painel da Figura [2.5] mostra os trabalhos solicitados e seu progresso. Um clique
do mouse em um hyperlink de um respectivo trabalho resulta na exibicao de uma pdgina,
apresentada no segundo painel da Figura|2.5, contendo os resultados da consulta de sequéncias
miltiplas dentro do trabalho solicitado. O link nesta pagina que mostra o nimero de acessos
trara a localizacdo e as estatisticas de acessos miultiplos para a sequéncia de consulta, conforme
apresenta o terceiro painel da Figura [2.5] Ao se clicar em um acerto, o sistema fornece uma
visao dos nomes selecionados e exibe estatisticas para este acerto Unico, conforme apresenta o

quarto painel da Figura[2.5] O hyperlink das sequéncias apresenta uma pagina com informagdes



Regquisigdo de Servigo de uma Interface weh

Informagdo da Consulta Carregada no Banco de
Dados

Subconjunto de Reyquisigdes dos Clientes BLAST
para Analise

Sequéncias de Consulta Extraidas do Banco de
Dados BLAST e BLASTTed

Resultados Analisados pelo BioPerl e
Carregados no Banco de Dados do HuclearBLAST

Encerrar Subconjunto

Encerrar Tarefa

Figura 2.3: Fluxograma de tarefas no NuclearBlast.
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2.3 NOBLAST e JAMBLAST

O NOBLAST (LAGNEL; TSIGENOPOULOS; LLIOPOULOS, 2009) é um
programa de cédigo aberto que fornece um formato de saida tabular para vérios programas
BLAST NCBI sem a necessidade de uso de nenhum analisador intermediario e fornece o valor

E de correcao no caso de utilizacdo do banco de dados BLAST segmentado.

O NOBLAST utiliza o pacote Blastall da NCBI para o seu funcionamento.
O Blastall possui os parametros -m 18 e -m 19 que produzem um longo texto no formato
de arquivo tabular delimitado com todos os hits BLAST e seus respectivos atributos. O
NOBLAST faz uso destas duas op¢des do Blastall na geracdo de seus resultados. A (nica
diferenca entre as duas op¢des é que -m 18 armazena cada alinhamento, ao passo que -m 19

nao.

Este aplicativo é uma extens3o para o conjunto de ferramentas da NCBI, que
fornece um novo formato de saida tabular estendido para os programas BLAST (Blastn, Blastp,
Blastx, Tblastn, Tblastx, MegaBLAST e BLAST Psi). Este formato pode ser diretamente
analisado em qualquer planilha eletronica ou qualquer outro mecanismo de banco de dados
como o MySQL. O NOBLAST oferece uma opg¢ao para corrigir as estatisticas (corregdo de E-
value), quando s3o utilizadas bases de dados divididas ou quando é necessaria a normaliza¢do
do BLAST.

Todos os recursos do padrdo de saida do BLAST NCBI estdo presentes,
além de alguns outros, tais como: consulta e indice de contelido, consulta e cobertura do
comprimento do contetido de um alinhamento, consultas independentes e o nimero de lacunas
de um contelido, acertos de classificacdo para uma determinada consulta e pares de pontuacdo
alta (HSPs) e classificagdo para um dado acerto. Estes indices podem ser (teis para remontar

os resultados do BLAST quando s3o utilizadas consultas ou bases de dados divididas.

Embora, a saida produzida com a op¢do -m 18/19 possa ser carregada e
analisada diretamente em qualquer planilha ou banco de dados, o JAMBLAST é uma alter-
nativa criada em Java que pode ser usada opcionalmente para a gestdo das saidas BLAST
produzidas pelo NOBLAST, através do banco MySQL.

O JAMBLAST (LAGNEL; TSIGENOPOULOS; LLIOPOULOS, [2009)), que
utiliza a saida do NOBLAST para o seu funcionamento, é uma interface grafica que permite
ao usudrio gerenciar, exibir e filtrar os acertos BLAST usando uma série de critérios de selecdo.
O JAMBLAST ¢ escrito em JAVA, mas n3o é um aplicativo servidor. Este aplicativo necessita

da instalacdo local do banco de dados MySQL e também do Java JRE.
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O JAMBLAST também oferece visualizacdo, classificacdo e filtragem dos
resultados de acordo com critérios definidos pelo usudrio. O JAMBLAST pode ser utilizado
diretamente em qualquer computador pessoal, nao necessitando de nenhum servidor exclusivo

para tanto.

O primeiro quadro da Figura [2.6] apresenta cdpias de tela das caracteristicas
e opgoes da tabela de saida BLAST através da aplicagdo JAVA JAMBLAST para visualizagao.
Os resultados podem ser ordenados e filtrados por diferentes op¢des com base na escolha do
usuario. O arquivo resultante poderd ser exportado em formato de texto delimitado tabular e

cada alinhamento podera ser visto apds a selecao.

A cépia de tela, no segundo quadro da Figura 2.6 apresenta o principal
filtro do JAMBLAST que pode ser usado para selecionar os alinhamentos a serem exportados.
Mais especificamente, o usuario podera filtrar por E-value, pelo percentual de cobertura de
comprimento do alinhamento para consulta e/ou assunto e pelo percentual de identidade de
sequéncias. Além disso, o usudrio serd capaz de definir um limite para o comprimento minimo
de alinhamento, manter o nimero de visitas que atendam suas necessidades e escolher ou

remover os auto-acertos. Finalmente, o usudrio poderd digitar uma expressdo SQL padrio.
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2.4 BlastQuest

O BlastQuest (FARMERIE et al 2004) baseia-se na tecnologia de banco
de dados e fornece consultas para a internet, andlise e visualizacdo de dados genomicos. A
interface com a ontologia genética (GO) e as bases de dados fomentam o fluxo de trabalho
biolégico. Seguindo o mesmo padrdo do NuclearBlast, o BlastQuest usa um conjunto de dados

armazenado localmente, manualmente baixado do endereco ftp do NCBI.

O BlastQuest foi desenvolvido para a andlise em projetos de sequenciamento
de genes, fornecendo um conjunto de ferramentas integradas para analise genética. Mais
especificamente, o BlastQuest permite filtrar, resumir, classificar e agrupar dados de buscas do
BLAST, e complementar a saida com anotacles de ontologia genética. Além disso, os dados
do BLAST podem ser ligados a SMART (Ferramenta de Pesquisa Simples de Arquitetura
Modular).

O BlastQuest usa XML como sua linguagem interna de representacdo de
dados e armazenamento de todos os dados, incluindo o resultado de experiéncias, bem como o
vocabulario GO, todos os KEGG ortélogos e suas relacdes com as vias em um banco de dados
relacional. Isso permite o uso das caracteristicas de bancos relacionais, como transacoes,

compartilhamento controlado, e otimizacdo da consulta.

O fato de os dados estarem armazenados localmente possibilita um bom
desempenho e oferece flexibilidade para os usudrios, porém ndo existe garantia de que os dados
manipulados armazenados estejam atualizados. O BlastQuest também suporta um conjunto
de funcdes de andlise. As mais utilizadas s3o diretamente acessiveis através de botdes de

comando.

Para habilitar a andlise de dados que ndo s3o diretamente suportadas pela
interface padrao, o BlastQuest oferece uma interface de consulta ndo-SQL com baixo nivel
de complexidade. Esta interface permite ao usudrio construir expressoes booleanas complexas
como condicGes de selecao, que incluem operadores légicos e predicados de sub-caracteres de

pesquisa.

A execugdo da consulta subjacente é baseada em consultas SQL parametri-
zadas que sdo instanciadas e automaticamente convertidas em cédigo SQL executdvel pelo
sistema de gerenciamento de banco de dados relacional. O BlastQuest também permite aos
usuarios gerenciar os dados BLAST do experimento relacionado em uma base por projeto ou
por usudrio, utilizando os recursos de seguranga do RDBMS, enquanto que ao mesmo tempo

permite o compartilhamento controlado de dados a fim de apoiar a colaboragao.
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O BlastQuest apresenta uma pagina de resumo para todas as sequéncias
selecionadas ou de consulta. Para cada sequéncia de consulta, o acerto superior do BLAST
(ou seja, a sequéncia do banco de dados de sequéncias com a melhor pontuag3o estatistica)
é, por padrao, considerada como a melhor sequéncia de correspondéncia. Ela é exibida com
um resumo das informacdes bioldgicas importantes, que contém, para cada sequéncia, o ID de
sequéncia (por exemplo, o nimero de Gl do GenBank), a definicdo do gene e o valor esperado.

O primeiro quadro da Figura apresenta esta pagina de resumo.

Ao ser habilitada a opcdo de conversio Amino conversion e ao se clicar
no botdo Details novamente, ocorre uma traducdo para uma sequéncia de aminodcidos, que
é automaticamente submetida ao banco de dados SMART (SCHULTZ et al., 2000) para

pesquisa de dominio, como mostrado no segundo quadro da Figura [2.7]

A Figura [2.8, em seu primeiro quadro, mostra como agrupar resultados
BLAST baseados nos nimeros de Gl, para todas as sequéncias no projeto. Clicar em um
acerto especifico, fard com que seja exibida uma pagina contendo todas as sequéncias de

consulta que coincidirem com esta sequéncia de banco de dados.

O segundo quadro da Figura[2.8)mostra 12 sequéncias de genes que codificam
a consulta com a correspondéncia de regides determinadas. Este é um método estabelecido
para identificar sequéncias que vém de diferentes regioes do mRNA, mesmo de genes ortélogos,

ou pardlogos. Este agrupamento também revela a transcricdo de possiveis variantes.

Como mostrado no primeiro quadro da Figura [2.9] a Ontologia Genética
possui trés categorias principais, a saber, os processos biolégicos, funcoes moleculares e com-
ponentes celulares, que estdo subdivididos em subcategorias de varias profundidades. Grafos
aciclicos dirigidos sdo formados por termos da Ontologia Genética e seus associados € um e

é parte de nos relacionamentos.

A Figura [2.9] no segundo quadro, mostra os ramos de processos fisioldgi-
cos no grafico de Ontologia Genética. Quando um usudrio clica na opgdo Contains ou Not
Contains, apresentada no primeiro quadro da Figura [2.10, uma janela é exibida, conforme o

segundo quadro da Figura [2.10, onde o usudrio poderd digitar uma cadeia de texto.
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Project TAE.ASSEMBLY20030908° Grouped Summary

File_Name Hit_ID Hit_def Evalue
[ Tae0.C1 ?
- ? 1 @|23306666/gb|AATT15220.1| plasma membrane P-type proton pump ATPase [Hordeu 0.0
C 2 gi|20302443|emb|CAD29313 1 plasma membrane H+-2TPase [Oryza satva (japonica 0.0
C 3 215149829)emb|CAC50884. 1| plasma membrane H+-4TPase [Hordeum vulgare subsp. 0.0
r 4  gil1076809pir]| 552739 Hi+)-transporting ATPase [Zea mays] 0.0
- 5 @1621440[gblAAB17186.1| plasma membrane H+-ATPagse [Lycopersicon esculentum] 0.0
[ Tae01-7MS4-F03.g 7
O 1 2i[7595348|gb|AAF64423 1|AF206627_1 globulin-like protein [Cucurmis melo] 546494E-16
r 2 gi|28950670|gb|AAO63267.1| legurmin-like protein [Zea mays] 2.53856E-13
O 3 g128950668|gb|AAO63266.1| legumin-like protein [Zea mays] 3 31547E-13
O 4 @|15223000)=NP_172255.1| At1g07750/F24B2 13 [Arabidopsis thaliana] 2.80671E-12
r 5 gi|21593610|gb|AANGE5577.1| globulin-like protein [Arabidopsis thaliana] 3.66568E-12
I Tae01-6MS3-C08.g 2
i 1 214324131 |gb|A AR 58479 1| microneme protein 12 [Toxoplasma gondi] 0.0204626
O 2 gi|15836963|reflMTP_297651.1| replicative DINA helicase [Xylella fastidiosa Tem 0.0349039
O 3 gi|28279661|gb|AAHA5874. 1) Similar to Ras-GTPase-activating protein SH3-domain 0.0349039
| 4 2|22993727|ref]lZP_00038278.1]  hypothetical protein [ylella fashidiosa Dixon) 0.0349039
- 5 g|15966178|ref|NP_386531.1| CONSERVED HYPOTHETICAL PROTEIN 0.0349039
[Sinorhizobmm mel

'_'i DNA/Amino acid Sequence - Microsoft Internet Explorer

Figura 2.7: Checagem de consisténcia e filtragem dos resultados BLAST e interoperabilidade
com outros sistemas através do BlastQuest.
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Hits Lol
12 gi|8918359|dbj|BAAYTSR3 1|
9 gl|12643756sp|Q40073[RCAA HORVU

g]100034(pir]|S20925
]1657859]gb|AAB18209.1|
|31753114|gb|AAHS3854. 1|
g|23307122|gb| A AN31845 1|
g|399414sp|Q03033[EF 14_WHEAT
£[70644]pir][UQFS
g[5499713|gb|AADA43962.1U78762_1
g18918361]dbj|BAAITSE4 1|
[10720253(sp|Q42450[R.CAB_HORVT
gi70645|pir[TQPM
g]167096|gb|AAA63153.1]

Sh =1 =1 =) ~) 60 00 0 00 00 O

(=4

g5523856|gb| A AD44031.1|

Hit_def

RuBisCO activase large isoform precursor [Oryza sativa (Japonica cultivar-group)]
ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase activase isoform 2 [Hordeum wulgare subsp.
wvulgare]

polyubiquitin [Zea mays]

chlorophyll ab-binding protemn WCAB precursor [Tnticum aestrvum|

Unkenown (protem for INMAGE:5194336) [Homo sapiens]

putative polyubiquitin (UBQ10) [Arabidopsis thaliana]

elengation factor 1-alpha [Hordeum sulgare subsp. wulgare]

ubiquitin precursor - common sunflower (fragment)

receptor-like kinase ARK 1AS [Triticum aestivurm]

RuBisCO activase small isoform precursor [Oryza sativa)

ribulose 1,5-bisphosphate carbozylase activase [Hordeum wulgare subsp. vulgare]
16034024 poly-ubiguitin

nbulose 1,5-bisphosphate carbozylase activase 1soform 1 [Hordeum wulgare subsp.
wnilgare]

receptor-like kinase [Hordeum wulgare]

Query_defl

Tae.5.C1
Tae.5.C2
Tae.5.C3
Tae.5.C4
Tae01-1M32-C07 g
Tae01-2MS4-Fl11.g
Tae01-3M51-D06.g
Tae01-4MS3-F05.2
Tae01-7MS1-E12.g
Tac01-4ME4-E05.g
Tae01-7MS2-B10.g
Tae01-2M33-Ell.g

00 =) O Lh B L) B e

oo v
gooOoaogooonOoooan

—
2

RuBisCO activase large isoform precursor [Oryza sativa (japonica cultivar-group))

Glen QSE‘“:;' [ HStart HEnd [ HDiffE O/H Frame [ evalue
1430 183 - 1430 1-413 412 370 0

811  285-758  271-428 157 370 0

752 140-751 1-201 200 210 0
1507 123 - 1403 1-428 427 3/0 0

08 2-658  247-466 219 2(0 0

683 176-682 1-166 165 200 0

718 187-717  42-214 172 170 0

688 67-588 1-175 174 1/0 0

M2 197-712 1-169 163 210 0

7 127-327  70-137 67 140 0

402 188-301  428-466 38 200 312762025
499 196 -264 1-23 22 170 278098e-10

Figura 2.8: Agrupamento dos resultados do BLAST em uma base de projeto.
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14 GO 0007582 : physiclogical processes [25,32]
| & [E160:0015978 : photosynthesis [23,30]

| = D Tae 3.C1 33kDa oxygen evolving protein of photosystern I [Triticurn aestivurm] (0)
| = D Tae 15C1 NADPH dehydrogenase [Hordeum wulgara] (0)

~ D Tae15.C2 NADFH dehydrogenase [Hordeum wulgare] (0)

|21 Go:0003673  Gene_Ontology [115,1183) — [} Tar 64 C1 type Il LHCII CAB precursor protein [Hordeurn wulgare) (0)

? GO.0D05575 ; cellular_component [86,200) ‘ — D Tae 79.C1 phosphoribulokinase [Triticurn aestivurm] (0)

4 50:0005623 - cell [B4,1.. [} Tae 186.C1 10.2 kDa photosystem | polypeptide [Hordeurm vulgare] (0
© [ GO:0005941 :unlocalizad [1,1] [ Tas01-1WS1-011 g
& 58 con019012 viron [ 1] |
©- [ GO0003674 : molecular_function [102,293] |
©- [ GO.0003824 . enzyme [63,1.. |

chlorophyll afb-binding preprotein (841 - 262) [Zea mays| (0)
- [} Tae01-4M31-612. chlarophyll afa-binding protein precursar (0)
- D Tae01-6M51-C04.g9 chlorophyll afb-hinding protein Cab-1B (D)

o[£ GO.0005488 - binding [44,.. — [ Tae01-1MS3-411.g photosystern | ydrophobie protein (0)
o GO:0005215 transporter [4,9) : = D Tae01-3M52-G10.g photosystem | hydrophobic protein (0)
©- [ GO:0005198  structural molecule (10, — D Tae01-TM53-D01.9 photosystem | hydrophobic protein ()
© (57 GO:0045182 - translation regulator [3,10) | = D Tae01-2MS1-H10.0 photosystem-| PSKF subunil precursor (0}
© [ GO.0003754 . chaperone [11,.. - [} Tae01-6M31-F07 g 23kDa owygen evolving protein of photosystem Il [Triticum aestivum] (0)
€[] GO.0016209 - antioxidant [1,1] — [ Tae01-7MSa-C12. photosystem | FEHK subunil (0)
G0:0004871 : signal transdycer [1,1) [} TaeD1-7MSZ-ED1 g profein of photosystern Il [Spinacia oleracea] (4.103288-18)

(-2 GO000E150 : biolagical_process [33,550]

© [ 30:0008151 : cell growth andior maintenance [83,6... | o i
© (53 GO.0007154 - cell communication [4,14] | P 0:0019684 : photosynthesis, light reaction [4,4]

1 G0.0007582 : physiological processes (25, e GO0008765 : photosynthesis light hawvesting [4,4]

e GO:0007275 : development [3,3] = D Tae 54.C1 iype lll LHCIH CAB precursor protein [Hordeum wulgare] (0)

~ [ Tae01-4mS1-D11.g chlorophyll alb-binding preprotein (AA 1 - 262) [Zea mays] (0)
t D Tae01-4M51-G12.0 chlorophyll a/b-binding prolein precursor (0)

| - D Tae01-EMS1-C04 g chlorophyll alb-binding protein Cab-1B (0)

> (59 GO:0019685 photosynthesis, dark reaction [9,9]

- [ GO:0009844 - germination [3,7]

P~ D Tae 237.C1 prolein of pholosy n I [Spinacia o ] (8.45784e-06)

Figura 2.9: Fungdes de categorizacao baseada na ontologia genética.

Where | HitDEﬁniﬁUn.i | Contains | Mot Contains | | AND | OR |

| Set & Search | | Reset |

|(Hit_dieflike “reverse™) AND |

|treverse’) AND| |

x
o
Cancel I

‘where Hit_Defination must NOT have String..

||r!,pothalica[

Figura 2.10: Exemplo de consulta ndo-SQL do BlastQuest.
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2.5 WebBlast

O WebBLAST (FERLANTI et al., 1999), como o préprio nome sugere, é
uma aplicacdo servidora desenvolvida para a internet. O WebBLAST permite a manipulagdo

de dados e analise elementar nos primeiros estdgios de maturacdo dos dados da sequéncia.

Uma das principais caracteristicas do WebBLAST é que seus requisitos de
sistema s3o pequenos. O programa exige apenas o MacPerl no cliente Macintosh, Perl 5 e
BLAST 2.0 no cliente UNIX e um servidor web.

Os dados do WebBLAST entram em um fila de espera e sdo executados em
ordem. Depois que o processo de sequenciamento é concluido, o software de sequenciamento
cria uma pasta contendo a sequéncia e os arquivos de rastreamento. Esta pasta recém-criada,
ao ser arrastada para o processo chamado de (SequenceUpload), faz com que seja iniciada a
transferéncia. Os arquivos s3o entdo transferidos para um diretério armazenado no servidor
UNIX.

Todos os dados sao armazenados no servidor UNIX, em um banco de dados
do sistema de arquivos sob o diretério raiz do servidor web. Tipicamente, o sequenciamento
recebe o seu préprio projeto, e cada clone dentro desse sequenciamento é designado como um
subprojeto. Cada diretdrio de sequéncias contém a sequéncia, o rastreamento para a sequéncia,
e relatérios BLAST, entre outros dados. Um agendamento noturno invoca o processamento
de novos dados previamente carregados. As sequéncias sao testadas em um vetor, a ALU e

outras sequéncias repetitivas sao entao mascaradas.

As buscas locais BLAST sdo em seguida executadas, os dados mascarados e
os resultados s3o gravados entdo no banco de dados. Os arquivos de configuracdo permitem
aos usudrios especificar quais programas BLAST s3o chamados, quais bancos de dados sdo
utilizados para as consultas BLAST e quaisquer opcoes de linha de comando que devam ser

passadas para o BLAST.

Os relatérios resultantes do BLAST s3o analisados, e os pares com pontu-
acdo alta que satisfazem as estatisticas de corte sdo gravados em disco em formato tabular.
Finalmente, as rotinas podem ser configuradas de forma que as colecdes de dados sao re-
processadas uma vez por més usando o banco de dados de sequéncias do GenBank, no intuito

de manter os resultados obtidos através do BLAST atualizados.

O acesso aos dados é feito através de uma interface para a internet, permi-

tindo aos usuarios, acesso aos dados independentemente da plataforma. Ao selecionar uma
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colecdo, um quadro resumido de acertos significativos para todas as sequéncias dentro dessa
colecdo é exibido. A partir da tabela resumida, os usudrios podem selecionar uma sequéncia

individual, que produz uma pdgina de detalhes para a amostra.

Um miniaplicativo Java no topo da pagina de detalhes dd uma visao gra-
fica da distribuicao de visitas BLAST, com cada acerto BLAST sendo representado por uma
barra de cor. As informagdes complementares s3o mostradas abaixo da visualizagdo gréfica,
juntamente com um quadro-resumo para cada tipo de BLAST executado. Estes sdo, por sua
vez, seguidos por tabelas classificadas, indicando os resultados individuais produzidos por cada
execucao do BLAST.

Ao se clicar sobre um nimero de registro contido dentro destas tabelas, é
entdo exibido ao usudrio os alinhamentos relevantes no relatério BLAST. Os nimeros gera-
dos dentro do relatério BLAST sdo hyperlinks para o NCBI Entrez (Baxevanis, 1998), que

possibilitam a obtenc¢do de informacdes adicionais sobre o item selecionado.

A Figura[2.11] apresenta visualizagdes do WebBLAST geradas pelo programa
web-blast.cgi no primeiro quadro, além de uma pdagina de resumo para um conjunto de dados

individuais. Uma janela de comentdrios é mostrada na insercao.

Informacdes de comentarios completos sdo visiveis em qualquer janela adi-
cional exibida por um clique do mouse, ou na pdgina de detalhes, como é apresentado no
segundo quadro da Figura m (pagina Detalhe para uma sequéncia individual). O visualiza-
dor grafico mostra todas as HSPs, enquanto a contagem de acertos reais mostrados nas tabelas
representam o nuimero absoluto de sequéncias encontradas. As colunas da tabela podem ser

classificadas clicando-se em qualquer cabecalho da coluna.
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Figura 2.11: Cépias de tela do formulério principal do WebBlast.
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2.6 ARB

O ARB (do latim arbor: arvore) (LUDWIG et al., 2004) é um projeto que foi
criado como uma iniciativa interdisciplinar entre a Lehrstuhl fiir Mikrobiologie e a Lehrstuhl
fiir Rechnertechnik und Rechnerorganisation, Parallelrechnerarchitektur, ambas unidades da

Universidade Técnica de Munique em meados de 1994.

Nesta época, a analise da sequéncia comparativa das pequenas subunidades
rRNAs ou dos genes respectivos ja havia sido estabelecida como a abordagem mais comumente

aplicada para a inferéncia filogenética, assim como a identificacdo de taxonomias microbianas
(LUDWIG et al., 2004).

As técnicas de sequenciamento melhoradas e automatizadas promoveram um
rdpido aumento no nimero de pequenas subunidades rRNAs, também conhecidas como RNAs
ribossomais, estruturas primdrias de dados disponiveis a partir de fontes de dados como o
GenBank ou EBI (European Bioinformatics Institute). No entanto, esses bancos de dados for-
necem apenas dados brutos e informacdes descritivas adicionais que ndo podem ser estendidas

de forma interativa pelo usudrio.

Embora o projeto de banco ribossémico (RDP) (BL et al., 2001)) e os projetos
de Antwerpen (WUYTS et al., 2002) oferecam conjuntos de dados de sequéncias alinhadas,
a manipulacdo dos dados e a andlise permaneceram dificeis para os cientistas que aplicam

métodos baseados em rRNA.

Uma variedade de ferramentas de software individuais para edicdo de sequén-
cias, alinhamentos e analises filogenéticas estavam disponiveis em meados de 1994, oriundas
de projetos de bancos de dados diferentes (STOESSER et al., [2002; BENSON et al., 2009;

BL et al., [2001)) e ainda de outras fontes adicionais.

Todavia, um pacote completo de ferramentas de interacdo estava faltando.
Além disso, um grande nimero de diferentes formatos de entrada e saida tiveram que ser usa-
dos, oriundos de uma grande variedade de programas independentes. Estes dados precisaram

passar por um processo de padronizacdo para que se tornassem utilizaveis.

Infelizmente, uma iniciativa promissora, o projeto Genetic Data Environment
(GDE) (LUDWIG et al., 2004)), com foco no desenvolvimento de uma interface grafica para

manipulacdo de dados e analises foi descontinuado.

Microbiologistas e cientistas da computacdo da Universidade Técnica de Mu-

nique decidiram entdo desenvolver seu préprio pacote de software, que fosse capaz de gerir
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corretamente os dados futuros. As duas principais tarefas, de acordo com o conceito ARB,
formuladas no inicio do projeto e mantidos até o presente momento, s3o a manutencdo de
um banco de dados estruturado secunddrio, combinando estruturas primdrias processadas e

qualquer tipo de dados adicionais atribuidos por entradas de sequéncia individuais.

Além dos pontos mencionados, € possivel incluir uma selecio abrangente
de ferramentas de software que interagem diretamente umas com as outras, bem como um
banco de dados central, sendo estes mdédulos controlados através de uma interface grafica
comum. As bases de dados de software e rRNA est3o acessiveis ao publico através do endereco

http://www.arb-home.de.

O ARB foi desenvolvido para sistemas UNIX e seus derivados. Em suas
dltimas versdes, o desenvolvimento foi realizado utilizando o SuSE LINUX (TEAM, [2011f)
como sistema operacional. A maior parte do cédigo-fonte foi escrito em C++ e C; algumas

partes foram escritas em Perl dentre outras.

O ambiente gréfico é baseado na biblioteca Open Motif (TEAM, 2011c). As
funcionalidades do projeto GDE sobre a edi¢ao de sequéncias foram adotadas e implementadas
no pacote ARB. Alguns programas do pacote PHYLIP para inferéncia em filogenia (FELSENS-
TEIN, |1989)) foram incorporados como componentes, interagindo diretamente com o banco

de dados central.

Além disso, o fastDNAmI (OLSEN et al., 1994) e o Protml do pacote Molphy
(ADACHI; HASEGAWA, 1996, os componentes do pacote Puzzle (STRIMMER; HAESELER,
1996) e o AxML, um derivado do fastDNAmI (STAMATAKIS et al., [2002), foram incluidos para
maxima verossimilhanca baseada em andlises filogenéticas de acidos nucleicos e aminoacidos,
dados em sequéncia. O diagrama da Figura [2.12] apresenta esquematicamente as ferramentas

do ARB e suas interacdoes umas com as outras e com o banco de dados central.

A maioria das ferramentas desenvolvidas para o ARB interagem diretamente
com uma cépia do banco de dados na memdria principal, enquanto que a segunda parte integra
ferramentas que sio fornecidas com os dados do ARB e seus resultados s3o escritos novamente
no banco de dados. Assim, quaisquer alteragdes ou rearranjos sao imediatamente replicados

para os componentes de software periféricos.

A Figura [2.13] mostra que o resultado total da consulta ou apenas uma
selecdo feita pelo usudrio no banco de dados poderd ser visualizada nas janelas respectivas.
Nesta figura, os dados bibliograficos armazenados em banco de dados e os respectivos campos

sao mostrados, a selecao de campos do banco de dados, extracdo de dados e o leiaute da
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janela de visualizacao podem ser personalizados pelo usuario.

Arvores filogenéticas intrinsecamente geradas pela ferramenta ARB de re-
construcao de arvores, ou importadas a partir de fontes externas s3o armazenadas no banco
de dados e podem ser visualizadas em diferentes formatos dentro da janela principal do ARB,
como mostra a Figura [2.14] Nesta figura, os retdngulos representam grupos monofiléticos
comprimidos on-line que podem ser desenvolvidos pelo clique do mouse. O Banco de dados
de entradas Eld como nome taxondmico, nimero de acessos publicos do banco de dados e
designacdo de tensdo conforme relatado no EMBL, RDP e as bases de dados europeias rRNA

(DEW) s3o visualizados nos nés do terminal desdobrado Desulfohalobiaceae.

Os dados da sequéncia podem ser visualizados e modificados por um edi-
tor, conforme apresenta a Figura [2.15] Como um exemplo, para ressaltar uma sequéncia de
pesquisa de um site-alvo da sonda, é exibido um destaque através da cor de fundo. Emparelha-
mentos perfeitos ou incompativeis sdo codificados também por cores. Os dados originais, bem
como dados praticamente transformados (por exemplo: a purina pirimidina ou a apresentagdo

de aminodcidos simplificados) sdo exibidos ao usudrio através de cédigos de cores.

O editor ARB de estrutura secunddria apresentado na Figura [2.16] é vélido
para qualquer sequéncia no modelo de consenso comum. A sequéncia particular a ser visuali-
zada é selecionada pelo posicionamento do cursor no editor de estrutura primaria. A sequéncia
selecionada no editor de estrutura primaria é automaticamente enquadrada em um modelo de

consenso de estrutura secundaria.

Os alinhamentos locais sdo determinados entre a sequéncia alvo de sondagem
e as sequéncias de referéncia mais similares (opcionalmente, de nenhum a cinco desencontros)
na respectiva base de dados (Figura . Além disso, estas sequéncias podem ser automa-
ticamente visualizadas nos editores de estrutura primaria e secundaria. Parte do alinhamento
da estrutura primaria que contém o endereco de destino da sonda é mostrado para o retba-
ense Desulfohalobium, organismo alvo, e os organismos ndo-alvo que contenham os trechos

de sequéncia mais similares.
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EBI/ GENBANK FASTA GENBANK
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Figura 2.12: Interacdo entre componentes, ferramentas e o banco de dados no software ARB.

O ARB nao utiliza o BLAST como seu algoritmo principal para alinhamento
de sequéncias, porém o ARB possui uma interessante interface grafica e varios recursos de
andlise de sequéncias, tornando-se relevante sua referéncia. De igual modo é possivel fazer
referéncia a outros projetos como o BLAST XS (MOON; LEFKOWITZ, |2011]), OCGC (AL,
2011) e Pedante (FRISHMAN| 2001) que n&o serdo apresentados em maiores detalhes neste
trabalho.

O principal foco da maior parte dos projetos mencionados neste trabalho é o
pds-processamento, ou seja, manipulacles executadas sobre os resultados gerados pelo BLAST
e seu conjunto de ferramentas, utilizando como entrada os resultados do préprio BLAST. Mas
de maneira geral, estas ferramentas apresentam poucos pardmetros para a etapa da pesquisa
e alinhamento das sequéncias, e a maior parte do processamento é executada apds o retorno

dos resultados do BLAST.
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3 Alinhamento de Sequéncias
Através do Algoritmo BLAST

3.1 O Algoritmo BLAST

O BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990) é
um algoritmo de alinhamento local de sequéncias genéticas que efetua uma medicdo baseada

em uma pontuacao de mutacgoes.

O BLAST aproxima diretamente os resultados que poderiam ser obtidos
através de um algoritmo de programacao dindmica para otimizar esta medicao. Este método
ird detectar fracas similaridades entre sequéncias mas que, biologicamente falando, sdo muito
significantes. Este algoritmo ja apresentava desempenho superior em relacdo aos algoritmos

heuristicos existentes na época de seu surgimento.

As medi¢cOes de similaridade entre sequéncias podem ser classificadas como
globais e locais. Os algoritmos de similaridade global otimizam a totalidade do alinhamento de
duas sequéncias, porém isto pode fazer com que sejam incluidos no resultado grandes blocos
que possuem pequena similaridade (WUNSCH, [1970)). Ja os algoritmos de similaridade local
buscam somente subsequéncias relativamente conservadas e uma comparagao simples poderia

descartar varios alinhamentos subsequentes distintos.

O BLAST baseia-se no principio de que regides ndo conservadas n3o contri-
buem para a medi¢do de similaridade (WATERMAN, |1981). Medicdes de similaridade local
sao geralmente preferiveis para buscas em bancos de dados, onde os cDNAs podem ser com-
parados com os genes parcialmente sequenciados, e onde proteinas distantemente relacionadas

poderdo compartilhar apenas isoladas regides de similaridade.

Muitas medicdes de similaridade, incluindo as medicdes do BLAST, come-
¢am com a pontuacdo de uma matriz de similaridade para todos os possiveis pares de residuos.

Identidades e substituicOes conservativas possuem pontuacao positiva, enquanto que substi-
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tuicoes indesejaveis recebem pontuacdo negativa.

Para comparacbes de sequéncias de aminoacidos, o BLAST usa a matriz
PAM-120 (uma variagdo da matriz de (DAYHOFF| 1978)), enquanto que para compara¢des de
sequéncias de DNA a pontuacdo de identidade recebe o valor +5, e o valor -4 para diferencas,

porém outras pontuacoes também sao possiveis.

Um segmento de sequéncia é um trecho continuo de residuos de qualquer
tamanho, e a pontuagao de similaridade para dois segmentos alinhados do mesmo tamanho

sao a soma dos valores de similaridade para cada par de residuos alinhados.

Dadas estas regras o BLAST define o par de segmentagdo maxima (MSP)
para ser o par de maior pontuacdo de segmentos de tamanho idéntico, escolhidos a partir
de duas sequéncias. Os limites de um MSP s3o escolhidos para maximizar sua pontuacdo,
portanto um MSP pode ter qualquer tamanho. O MSP que o BLAST heuristicamente tenta

calcular, prové a medicao da similaridade local para qualquer par de sequéncias.

Porém, um bidlogo molecular poderia estar interessado em todas as regioes
conservadas que sao compartilhadas por duas proteinas, e nao apenas no seu par de maior
pontuacdo. O BLAST deste modo define um par segmentado para ser localmente maximo
se sua pontuacdo ndo pode ser melhorada nem por alongamento nem por encurtamento de

ambos os segmentos (SELLERS) 1978)).

O BLAST pode procurar todos os pares de segmentos locais com a pontuacao
acima de algum valor especifico de corte. Assim como muitas outras medi¢coes de similaridade,
a pontuacdo do MSP para duas sequéncias devem ser computadas em tempo proporcional ao

produto de seus tamanhos usando um algoritmo simples de programac¢ao dindmica.

Uma importante vantagem da medicao do MSP é que os resultados mate-
maticos possibilitam a significancia estatistica da pontuacdo do MSP a ser estimado sob um
modelo de sequéncia randdmico apropriado (ALTSCHUL, 1990). Além disso, para qualquer
matriz de pontuacao em particular é possivel estimar a frequéncia de residuos pareados em
segmentos maximos. Esta tratabilidade da andlise matematica é um recurso crucial para o
algoritmo BLAST. A Figura [3.1] apresenta a logomarca da NCBI, também usada pelo BLAST.

3.1.1 A Rapida Aproximacao da Pontuacao MSP

Na busca de um banco de dados de milhares de sequéncias, geralmente ape-

nas uma pequena parte, se houver, serd homdloga a sequéncia da consulta. Os pesquisadores
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Figura 3.1: Logomarca ofical da NCBI também usada pelo BLAST.

desse modo estdo interessados na identificacio apenas daquelas entradas de sequéncia de

pontuacao MSP acima de algum valor de corte com pontuacgao S.

Estas sequéncias incluem aquelas que compartilham alta similaridade signi-
ficante com a consulta, assim como as sequéncias que se aproximam dessa pontuacdo. Este
ultimo conjunto de sequéncias deve incluir os acertos aleatérios de alta pontuagao assim como

as sequéncias mais distantes relatadas na consulta.

A significancia bioldgica das sequéncias de alta pontuagdo devem ser inferidas
quase que somente na base da pontua¢ao de similaridade, enquanto que o contexto biolégico
das sequéncias com pontuac¢ao intermedidria podem ser (teis na distincao de relacionamentos

interessantes, do ponto de vista bioldgico.

Alguns resultados (ALTSCHUL| [1990) possibilitaram a estimativa da mais

alta pontuacdo MSP, na qual as chances da existéncia de similaridade sdo grandes. Para
acelerar as buscas em bancos de dados, o BLAST minimizou o tempo gasto em regides
de sequéncia cuja similaridade com a consulta tenha uma pequena chance de exceder esta

pontuacao.

O objetivo do BLAST ¢ deixar um par de palavras serem um par segmentado
com comprimento e tamanho fixo w. Com este intdito, a principal estratégia do BLAST ¢é a
de buscar apenas pares segmentados que contenham um par de palavras com uma pontuacao

de pelo menos T.

No escaneamento através de uma sequéncia, é possivel determinar rapida-
mente quando ela contém uma palavra de tamanho w que possa parear com a sequéncia de

consulta para produzir um par de palavras com pontuagdo maior que, ou igual ao limiar T.

Qualquer acerto desse tipo é estendido para determinar se ele estd contido
dentro de um par de segmentos cuja pontuacdo é maior, ou igual a S. Para as sequéncias abaixo

do limiar T', existe uma grande chance de haver um par segmentado com uma pontuagao de
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pelo menos T.

Um pequeno valor para T aumenta o niimero de acertos e consequentemente
o tempo de execuc¢do do algoritmo. Simulagdes randomicas permitiram a selecdo de um limiar

T que balanceasse estas consideragdes (ALTSCHUL et al., |1990).

3.1.2 Implementacao do Algoritmo BLAST

A implementacdo do algoritmo BLAST ocorreu em 3 etapas: a compilacio
nominal de uma lista de palavras com alta pontuacao; o escaneamento do banco por acertos;

e a extensdo dos acertos. Variacoes ocorrem quando o banco contém proteinas ou sequéncias
de DNA.

Para proteinas, a lista consiste de todas as palavras com pontuacao de pelo
menos T quando comparada com alguma palavra na sequéncia de consulta. Deste modo, uma

palavra da consulta serd representada por nenhuma palavra na lista ou por muitas.

Para valores de w e T que foram encontrados como mais adequados, existem
tipicamente a ordem de 50 palavras na lista para cada residuo na sequéncia de consulta: Por
exemplo, 12.500 palavras para uma sequéncia de tamanho 250. Com um pouco de cuidado
na programacao, a lista de palavras pode ser gerada em tempo essencialmente proporcional

ao tamanho da lista.

A fase de escaneamento sofreu um problema cldssico de algoritmos: a busca
de uma sequéncia longa para todas as ocorréncias de uma certa sequéncia curta. Supondo que
w = 4 e mapeando cada palavra com um inteiro entre 1 e 20*, entdo uma palavra pode ser
usada como um indice dentro de uma matriz de tamanho 20* = 160.000. Deixa-se a i-ésima
entrada do item de uma matriz apontar para a lista de todas as ocorréncias em uma sequéncia

de consulta da i-ésima palavra.

Desta forma, enquanto o banco de dados é escaneado, cada palavra do banco
de dados aponta imediatamente para o correspondente acerto. Tipicamente, apenas alguns
milhares das 20* possiveis palavras estardo nesta tabela, e sera ficil de modificar a abordagem

para usar muito menos que os 20* ponteiros.

A segunda abordagem explorada para a fase de escaneamento foi o uso de
um autdmato finito deterministico ou maquina de estados finitos (ULLMAN;, [1979). Um im-
portante recurso para a construcdo do algoritmo BLAST foi a detec¢do do sinal nas transi¢des,

ao invés da detec¢do nos estados.
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A utilizacdo dos automatos salvou um fator em espaco e tempo proporcional
ao tamanho do alfabeto subjacente. Este método rendeu ao programa uma maior velocidade
e ficou definida entdo a preferéncia dessa abordagem para uso geral. Com os tamanhos de
consultas e configuragbes de pardametros padrdao, o BLAST escaneou um banco de dados de

proteinas em aproximadamente 500.000 residuos/segundo.

O processo de estender um acerto para encontrar o par segmentado maximo
local contendo este acerto é feito de forma sequencial do inicio para o fim. Para economizar
tempo, o processo de extensdao em uma direcao foi encerrado quando o par segmentado cuja
pontuacdo ficava a certa distancia abaixo da melhor pontuacdo encontrada para extensoes

mais curtas.

Para DNAs, foi utilizada uma lista de palavras mais simples. Desta forma,
uma sequéncia de consulta de tamanho n rendeu uma lista de n — w1 palavras, e novamente
houveram comumente alguns milhares de palavras na lista. Nestes casos, é vantajoso comprimir
um banco de dados, através da compactacao de 4 nucleotideos em um unico byte, usando

uma tabela auxiliar para delimitar as bordas entre sequéncias adjacentes.

Assumindo que w >= 11, por exemplo, cada acerto deve conter um acerto
8-mer, que cabe nos limites de um byte. Esta observacdo permitiu o escaneamento do banco
de dados no modo byte-wise, ou seja, o modo de escaneamento possivel apenas em um banco
de dados em que os nucleotideos estdo compactados (4x1), e desta forma aumentou-se o

desempenho do processo em 4 vezes.

Executando no modo SUN4 (ALTSCHUL et al., (1990), com uma consulta
de comprimento tipico, o BLAST escaneou aproximadamente 2 x 10° bases/segundo. Para
pesquisadores que executam muitas buscas deste tipo por dia, carregar este banco de dados
comprimido para a memdria uma vez em um esquema de memdria compartilhada resulta em

uma substancial reducao no tempo das consultas.

E possivel notar que as sequéncias de DNA s3o altamente ndo-randémicas,
com uma composicdo de base localmente tendenciosa e com elementos de sequéncia repetidos.

Isto tem importantes consequéncias para o desenvolvimento de uma ferramenta de busca em
bancos de dados de DNA.

Se uma dada sequéncia de consulta tem, por exemplo, uma subsequéncia
A+T —rich , ou um elemento repetitivo ocorrendo frequentemente, entdo a busca no banco
resultara em uma copiosa saida de resultados de pouco interesse. No caso do BLAST, estes

dois problemas foram sanados com algumas pequenas mudancas.
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O programa que produz a versdo comprimida do banco de dados de DNA
tabula as frequéncias de todas as 8 tuplas. Isto ocorre muito mais frequentemente do que o
esperado por acaso, e sdo armazenadas e usadas para filtrar palavras ndo-informativas da lista

de palavras da consulta.

Também, precedendo buscas completas em bancos de dados, a busca em
uma sub-biblioteca de elementos repetitivos é executada, e a localizacao na consulta de acer-
tos significantes é armazenada. Palavras geradas por estas regidoes sdao removidas da lista
de palavras da consulta para a busca completa. Acertos para a sub-biblioteca contudo, sdo
informadas no resultado final. Estes 2 filtros permitem o alinhamento de regides com com-
posicdo tendenciosa, ou para regides com elementos repetitivos para serem relatados, assim
como regides adjacentes nao contendo estes recursos compartilham significante similaridade

com a sequéncia de consulta.

A estratégia do BLAST permite numerosas variagdes. Uma versdo do BLAST
foi implementada utilizando a programacao dindmica para estender acertos, assim como per-
mitir lacunas nos alinhamentos resultantes, porém isso retarda amplamente a velocidade da

extensao.

Enquanto a sensibilidade das buscas de aminoacidos foi melhorada em alguns
casos, a seletividade foi proporcionalmente reduzida. Dado o conflito de escolha entre a
velocidade e seletividade para a sensibilidade, é questionavel quando a versio com gap do

BLAST constitui um avanco.

3.1.3 NETBLAST - O BLAST para a WEB

O Netblast foi desenvolvido como uma versao cliente do algoritmo BLAST
que pode ser executada através da internet, efetuando suas buscas e alinhamentos diretamente
no servidor do GenBank através de servicos da internet. Deste modo, o Netblast ndo necessita
que os arquivos de dados de sequéncias do GenBank estejam salvos em um servidor local para

que seja possivel a execugao de alinhamentos.

O Netblast efetua buscas por sequéncias similares a uma sequéncias de con-
sulta. A consulta e o banco de dados pesquisados podem ser tanto os de peptideos quanto os
de acidos nucleicos em qualquer combina¢do. O Netblast pode pesquisar apenas os bancos de
dados mantidos no Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia (NCBI), em Bethesda,

Maryland, EUA.

O Netblast é muito semelhante ao BLAST, mas enquanto o BLAST procura
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por sequéncias em bancos de dados locais usando os recursos do um servidor local, o Netblast

realiza apenas pesquisas remotas, diretamente no GenBank.

O Netblast suporta cinco diferentes programas da familia BLAST. O primeiro
é o BLASTP, que efetua buscas em um um banco de dados de proteinas. No BLASTP, cada
sequéncia de banco de dados é comparada com a consulta em uma comparacao de pares

separados, proteina-a-proteina.

O segundo é o BLASTX, que efetua buscas por nucleotideos, mas em um
banco de dados de proteinas. Neste caso a consulta é traduzida, e cada um dos seis produtos é
comparado com cada sequéncia do banco de dados, em uma comparagdo de pares separados,

proteina-a-proteina.

O terceiro é o BLASTN, que efetua buscas em um banco de dados de nu-
cleotideos. No BLASTN, cada sequéncia do banco de dados é comparada com a consulta em

uma comparacao de pares separados nucleotideo-a-nucleotideo.

O quarto programa é o TBLASTN, que pesquisa por proteinas em um banco
de dados de nucleotideos. No TBLASTN, cada sequéncia de nucleotideos do banco de dados
é traduzida, e cada um dos seis produtos é comparado com a consulta em uma comparacao

de pares separados proteina-a-proteina.

Por fim o TBLASTX efetua buscas por nucleotideos em um banco de dados
também de nucleotideos. No TBLASTX, a consulta e cada sequéncia do banco de dados s3o
traduzidas em seis quadros, e cada um dos 12 produtos é comparado em 36 diferentes compa-
racdes no modo pairwise. O fato de que este programa envolve mais recursos de computagao
do que os outros, faz com que o servidor BLAST no NCBI n3o aceite pedidos de buscas no

banco de dados ndo-redundante (nr).

Normalmente, o Netblast decide qual o programa BLAST sera necessario,
simplesmente ao verificar o tipo (proteina ou acido nucleico) da sequéncia de consulta sub-
metida e o banco de dados selecionado. No caso de buscas nucleotideo-nucleotideo, existem

dois programas que podem fazer a pesquisa. Por padrdo, o BLASTN é usado.

Para pesquisas usando o TBLASTX em vez disso, deve-se usar o parametro
-TBLASTX. O Netblast s6 pode pesquisar bancos de dados remotos mantidos pela NCBI, no
entanto, como se trata da maior rede de bancos de dados genéticos da atualidade, ndo serdo
apresentadas muitas dificuldades na busca de sequéncias genéticas, dado o volume de informa-
¢Oes armazenadas. As pesquisas remotas exigem quase que nenhum recurso do computador

cliente solicitante, reduzindo drasticamente os pré-requisitos necessarios para uma busca e
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alinhamento.

Um ponto de grande importancia a ser mencionado é que os bancos de dados
localizados no NCBI s3o atualizados diariamente. O uso do Netblast sé n3o é recomendado
quando os dados de sequéncia sdo confidenciais, devido ao trafego destas informacdes através

da internet e aos riscos existentes durante a transferéncia destas informacdes.

O BLAST é um método de pesquisa conduzida estatisticamente, que encon-
tra regioes de semelhanca entre a consulta submetida e as sequéncias do banco de dados, e
produz o alinhamento permitindo lacunas nestas regides. Dentro destas regides alinhadas, a
soma dos valores da matriz de pontuacdo de seus pares-simbolo constituintes é maior do que

em algum nivel isso pudesse ocorrer por acaso.

O Netblast requer a definicdo de um nivel de expectativa para a pesquisa
inteira. Por padrao, esse nivel é de 10.0, o que significa que serdo relatadas apenas as sequén-
cias que tiverem atingido uma pontuagao que seria esperada de ocorrer ao acaso nao maior

do que 10 vezes nessa busca em particular.

3.1.4 NETBLAST - Interpretando a Saida do Netblast

Cada par segmentado alinhado tem uma pontuag¢do normalizada expressa
em bits, que permite estimar a magnitude do espaco de busca e através de exaustivos testes
chegou-se a uma pontuagdo HSP 6tima para casos genéricos (ALTSCHUL et al.| [1997)). Se
a pontuacao é de 30 bits, sera necessario marcar, em média, cerca de 1 bilhdo de pares de
segmentos independentes (23°) para se encontrar um resultado tdo bom ao acaso. Cada
bit adicional dobra o tamanho do espaco de busca. Esta pontuacdo representa um bit de
probabilidade; um acima de dois elevado a esse montante é a probabilidade de se encontrar

um segmento tao ao acaso.

Os Bit-Scores representam um nivel de probabilidade para comparagdes en-
tre sequéncias que é independente do tamanho da pesquisa. O tamanho do espaco de busca
é proporcional ao produto do comprimento da sequéncia de consulta vezes a soma dos com-

primentos das sequéncias no banco de dados.

Este produto, chamado de N nas publicacdes de Altschul, é multiplicado por
um coeficiente K para se obter o tamanho do espaco de busca. Ao se consultar bases de dados
de proteinas com consultas de proteinas, o valor de K é de cerca de 0,13. O Netblast usa
estimativas de K produzidas antes de executar a consulta, por simulagdo aleatéria (ALTSCHUL
et al., 1997).



53

H4a uma probabilidade associada a cada comparacao par-a-par na lista e com
o alinhamento de cada par de segmento. O nimero mostrado na lista, conhecido como valor
E é a probabilidade de que iria-se observar uma pontuagao ou grupo de pontuacdes tao altas
quanto o escore observado puramente por acaso, quando seja feita uma busca em um banco

deste tamanho.

Uma busca ideal deveria encontrar acertos que vao do extremamente impro-
vavel a aqueles cuja melhor pontuagdo deve ter ocorrido ao acaso (isto é, com probabilidades
aproximando-se de 1.0). Se forem especificados alinhamentos sem a inclusdo de lacunas (un-
gapped) para o Netblast, uma terceira coluna de dados serd exibida em sua saida sob o titulo
N.

O ndmero na coluna indica quantos HSPs foram envolvidos no calculo das
estatisticas para a sequéncia. Se o nimero for maior que 1, os escores de HSPs muiltiplos
foram combinados para produzir o resultado. No final do arquivo de saida é exibida uma lista
de definicbes de parametros, juntamente com algumas informacbes de rastreamento sobre a

pesquisa.
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4 VNBlast

Com o amplo desenvolvimento de pesquisas na drea de biotecnologia e bi-
oinformatica, muitos esforcos foram e continuam sendo concentrados na ampliacdo do conhe-

cimento em pesquisas biomoleculares, pois esta area representa um campo fértil e amplo para
o desenvolvimento de novas aplicagdes (BOONE; UPTON, 2000).

Com o passar do tempo, varios aplicativos foram desenvolvidos por pesquisa-
dores e programadores de sistemas com varias finalidades especificas dentro da bioinformatica.

Dentre eles é possivel destacar o grande projeto ARB (LUDWIG et al., [2004).

Dentre os varios segmentos de pesquisa possiveis nesta drea, um procedi-
mento em especial tem atraido a atencao dos pesquisadores: a comparacdo entre sequéncias
genéticas através do processo de alinhamento. Este procedimento, no aspecto computacional,
demandou e continua demandando o desenvolvimento de algoritmos que possam encontrar o

melhor alinhamento entre duas ou mais sequéncias em um tempo adequado.

Uma vez que algoritmos computacionais sdao usados neste procedimento,
surge entdo a necessidade da andlise do custo computacional que a execucao destes algoritmos
demanda. A técnica de alinhamento local apresentada por Altschul (ALTSCHUL et al., 1990)
e previamente descrita neste trabalho mostra que o algoritmo BLAST se consolidou como um

dos mais importantes algoritmos para alinhamento local entre sequéncias da atualidade.

Desde o surgimento do BLAST até hoje, varias implementacdes deste al-
goritmo foram feitas através de ferramentas divididas em vdrias categorias, que vao desde
aplicagdes em modo texto, até a softwares para a internet como a prépria pdgina de internet
do BLAST oferecido pelo NCBI e o pacote de aplicagdes em modo console do BLAST (Blastp,
Blastx, Blastn, TBlastx, TBlastn, Netblast...) (ALTSCHUL et al., 1997).

Porém, assim como foi descrito no capitulo introdutério deste trabalho, o
principal foco dos desenvolvedores externos a NCBI foi o uso do BLAST em modo binério para
a geracao de alinhamentos através de sua configuracao basica e padrao de parametros, para

em seguida, baseados nos resultados do BLAST, gerar algum tipo de processamento. Boa
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parte das ferramentas existentes fazem uso de conjuntos de dados obtidos através de bancos
de dados genéticos como o GenBank, sendo que estes conjuntos de dados s3o baixados de

forma manual para o computador que ird efetuar o alinhamento.

E fato que o alinhamento executado sobre bases de dados locais apresenta
um maior desempenho quando em comparacao a alinhamentos efetuados através da internet.
Porém o tamanho atual destes conjuntos de dados (que possuem algumas centenas de gi-
gabytes) e o fato de que estas informacdes possuem prazo de validade (em funcdo do ndmero
didrio de submissdes de novas sequéncias), tornam este procedimento pouco interessante para

pesquisadores que fazem pequenas, mas frequentes buscas diarias.

A pégina de internet do NCBI oferece a possibilidade de buscas e alinhamen-
tos através do BLAST, livres de instalacdo local. Mas devido ao nimero de acessos diarios
simultaneos, também s3o impostas limitacGes no nimero de parametros e na quantidade de

sequéncias a serem alinhadas.

Como uma interessante alternativa, o NCBI oferece um conjunto de aplica-
tivos que fazem o processo de pesquisa e alinhamento no GenBank de forma remota sem as
atuais limitacdes que a pagina de internet do NCBI possui. Porém esta suite de aplicativos
disponibilizados pelo NCBI, apesar do grande nimero de parametros disponiveis e dos resulta-
dos apresentados, nao possui interface grafica com o usuario, o que torna pequena a interacao

humano-mdquina.

No caso destas aplicacdes console e em especial o Netblast, existem apro-
ximadamente 40 parametros que podem ser definidos através de linha de comando para a
potencializacao dos resultados, mas que também podem induzir a erros na digitacdao do co-
mando. Isto certamente acarretara a geracao de resultados incorretos ou erros na execu¢ao

da consulta.

Objetivando oferecer o melhor destas duas realidades, ou seja, oferecer uma
interface grafica para a internet com grande interacao com o usuario, além de oferecer os para-
metros disponiveis na aplicacdo em linha de comando, o VNBlast surge como uma interessante
alternativa para pesquisadores e estudantes, possibilitando além de outras, a possibilidade de

buscas em lote.

O VNBIlast foi desenvolvido sob um conceito de aplicacGes para a internet
chamado R.I.A. - (Rich Internet Application). As aplica¢des desenvolvidas sob este conceito
apresentam as caracteristicas que aplicacdes desktop possuem, como os tradicionais formula-

rios e uma ampla gama de componentes graficos de formularios, como caixas de combinacdo
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inteligentes, grades, caixas de texto, botdes entre outros, além da possibilidade de execucao

de multimidia em streamings, tudo sendo executado através de um navegador de internet.

4.1 Ferramentas Utilizadas no Desenvolvimento do VN-
Blast

A escolha das ferramentas de programacao para o desenvolvimento do VN-
Blast foi um passo muito importante neste projeto. A linguagem escolhida deveria ser capaz
de lidar com situacgdes distintas: os ambientes web distribuidos e a capacidade de gerenciar

aplicagoes do tipo console, tais como o Netblast.

Para este fim, o Java EJB (ORACLE, 2011)) foi escolhido para ser a linguagem
de programagao principal e o JBoss (COMUNITY),2011)) como o servidor de aplicagdo, também
conhecido como container EJB. A utilizacdo do JBoss foi necessaria uma vez que o VNBIlast

foi desenvolvido como uma aplicacdo em camadas.

No caso do VNBlast, as camadas siao as seguintes: a camada service, a
camada view e a camada remote. A camada service, representada pelo JAVA EJB é a camada
responsavel pelos processamentos mais pesados dentro da aplicagdo tais como interfacear o
aplicativo NETBLAST, receber as solicitacdes enviadas pelo JBoss e processa-las, assim como

receber o retorno da consulta e enviar os resultados ao cliente.

A camada view, representada pelo Adobe FLEX (ADOBE, 2011) é a camada
responsavel pela interface grafica com o usuario. Embora exista pouco processamento nesta
camada, este se restringe apenas a validacoes de interface grafica e tratamento de parametros

em componentes do Flex.

Por fim, a camada remote é a camada que efetua o enlace entre as camadas
view e service, ou seja, é a comunicacdo entre o JAVA EJB e o Adobe FLEX. O Flex é uma
linguagem criada para o desenvolvimento de interfaces graficas para a internet, compativel
com o JAVA. O Flex apresenta bons recursos para o projeto de interfaces amigdveis sob o
conceito RIA - Rich Internet Applications. Recursos como formularios, caixas de combinagao,
tooltips e grades estdo disponiveis nesta ferramenta. O VNBlast foi desenvolvido como um
projeto de cddigo aberto e partindo deste pressuposto, as ferramentas escolhidas e utilizadas

sao livres para uso na internet.

Um dos objetivos do projeto VNBlast foi a reutilizagdo de uma aplicagdo

estdvel pré-existente na sua forma bindria, reduzindo deste modo, significativamente o tempo
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de desenvolvimento da ferramenta. Mas para isso, um ponto importante a ser verificado foi a

capacidade de gestdo de aplicacbes externas pela linguagem de programacao escolhida.

O controle do exato momento da inicializag3o e finalizagdo do aplicativo de
console é de fundamental importancia neste caso, uma vez que é o sistema operacional quem
gerencia o status dos processos que sao executados no equipamento. O Java possui a classe
java.lang.Runtime, que troca informagbes com o sistema operacional, permitindo a visao do
status dos processos inicializados a partir da aplicacdo. As subsessOes a seguir apresentardao

as ferramentas utilizadas para o desenvolvimento do VNBlast em maiores detalhes.

4.1.1 JAVA EJB

A tecnologia Enterprise JavaBeans (EJB) (ORACLE, |2011)) é a arquitetura
de componentes do lado do servidor para a Plataforma Java na versdao Enterprise Edition
(Java EE). A tecnologia EJB permite o desenvolvimento répido e simplificado de aplicativos

distribuidos, transacionais, seguros e portateis baseados na tecnologia Java.

A especificacao EJB 3.0 Final Release define o novo quadro simplificado de
APls EJB especialmente criadas para uma maior facilidade no desenvolvimento de programas.
Nesta especificagdo também estd incluida a nova APl Java Persistence para a gestdo de

persisténcia e mapeamento de objetos/relacionamentos com o Java EE e o Java SE.

A API - Java Persistence é a AP| padrao para o gerenciamento de persistén-
cias e mapeamento de objetos e relacionamentos. Esta API fornece um objeto de mapeamento
relacional para desenvolvedores de aplicagdes usando um modelo de dominio Java para geren-
ciar um banco de dados relacional. A Java Persistence APl é parte da plataforma Java EE,

mas que também pode ser utilizada em ambientes Java SE.

A especificagdo EJB 2.1, criada sob a Java Community Process (JCP), au-
menta a arquitetura EJB com suporte para servicos Web, tornando-o mais facil de implementar

e implantar aplicativos de servicos Web baseados em tecnologia Java.

EJB ou Enterprise JavaBeans é um dos principais componentes da plataforma
J2EE (Java 2 Enterprise Edition). E um componente do tipo servidor que é executado no
container do servidor de aplicacdo. Atualmente ele encontra-se na versdo 3.1 e o seu futuro
é definido conjuntamente entre grandes empresas como IBM, Oracle e HP, além de uma
vasta comunidade de programadores numa rede mundial de colaboragdo sob o portal do JCP.
A grande mudanca entre a versdo 2.1 e a versao 3.0 é a introducao de anotacdes Java. As

anotacdes facilitam o desenvolvimento, diminuindo a quantidade de cédigo e o uso de arquivos
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Figura 4.1: Logomarca oficial do Eclipse na versdo Ganymede, utilizado no desenvolvimento
do VNBlast.

de configuracdao XML.

A plataforma J2EE prové algumas facilidades dedicadas a camada de regra
de negdcio e para o acesso a banco de dados. Através do EJB o programador utiliza a
infraestrutura do servidor de aplicacao focada no desenvolvimento de aplicacoes de missao

critica (de alta importancia para a empresa) e de aplicagdes empresariais em geral.

Um importante aprimoramento na tecnologia EJB é a adicdo da nova API
Java Persistence, o que simplifica o modelo de persisténcia da entidade e acrescenta recursos

que nao estavam contidos na tecnologia EJB 2.1.

Além de simplificar o modelo de persisténcia da entidade, a Java Persistence
APl padroniza o mapeamento objeto-relacionamento. Em suma, o EJB 3.0 possibilita o

desenvolvimento mais rapido de aplicacoes.

Com a inclusdo da Java Persistence API, o EJB 3.0 também oferece aos
desenvolvedores um modelo de programacao de entidades que é tanto mais facil de usar quanto
mais poderoso. A Java Persistence APl baseia-se em ideias de frameworks de persisténcia de
lideranga e APIs como Hibernate, TopLink da Oracle e o Java Data Objects (JDO), assim

como na persisténcia EJB anterior gerenciada por contéiner.

A Figura apresenta a Logomarca oficial do Eclipse na versdo Ganymede,
versao esta que foi utilizada para o desenvolvimento JAVA do VNBIast. A Figura apresenta
a IDE open-source Eclipse de desenvolvimento Java Enterprise Edition (Java EE), utilizada

para desenvolver o cédigo Java do VNBlIast.
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Figura 4.2: IDE de desenvolvimento Eclipse.

4.1.2 JBOSS

O JBoss (COMUNITY, 2011) é um dos servidores de aplicagdo JEE de maior
sucesso atualmente. Sob a licenca de projeto de cddigo aberto, o JBoss compete de frente
com gigantes como o IBM Websphere (IBM, [2011)).

O JBoss existe desde 1999, inicialmente conhecido como EJBoss ou EJB
Open Source Server, posteriormente foi renomeado para JBoss. Ganhou fama juntamente
com o Tomcat (TEAM, 2011a) na briga existente entre os servidores Java atuais. O resultado
de sua popularidade foi o anuncio de que em 2006 a Red Hat assinou um acordo definitivo
para adquirir a fornecedora de software de cédigo aberto JBoss por cerca de 350 milhdes de
délares em dinheiro e agdes, publicado a algum tempo atras pela revista eletronica IDG Now.
Isto depois de alguns meses de especulagdes de que a gigante Oracle estaria negociando a

aquisicdo da JBoss Group.

Distribuido sob a licenca GNU, com status de 100% gratuito, o JBoss é
implementado totalmente em Java. O custo zero n3o é o principal diferencial desse servidor
Java. H4 outros atrativos como o hot deploy, que é um conceito que todos os servidores J2EE
utilizam para tratar a distribuicdo e recarga de classes Java em tempo de execucdo permitindo
que os administradores alterem versGes de seus objetos sem a necessidade de reiniciar o servidor

de aplicagbes e proxies dindmicos, onde todas as invocacdes aos métodos do objeto real sdo
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Figura 4.3: Selecdo de idiomas do instalador do JBoss, incluindo o portugués do Brasil.

interceptadas e o proxy decide se realmente delega ao objeto real a invocacao do método, ou
ndo (ORACLE, [2011). E importante notar o fato do JBoss ser relativamente leve, com baixa

requisicio de memdria e espaco em disco, sem comprometer sua performance.

O JBoss Application Server (JBoss AS) (ORACLE, 2011) é certamente o
mais conhecido servidor de aplicagoes Java EE livre, competindo de igual para igual no mercado
com produtos consagrados como o Weblogic da BEA. A lideranca tecnolégica do JBoss AS

é confirmada pela participacdo ativa dos seus desenvolvedores nas definicGes da versao 5 da
plataforma Java EE, em especial na especificacdo EJB 3 (ORACLE, [2011)).

Com a compra da JBoss Group pela Red Hat e a parceria com a Exadel, a
JBoss AS passou a ser a base de uma familia de produtos que cobre todas as demandas de
desenvolvimento e infra-estrutura de producdo para aplicagdes Java EE. Isso sem abrir mao
do modelo de negécios Open Source Profissional - isto é, os produtos com a marca JBoss
continuam sendo fornecidos integralmente sob licencas livres, e a receita provém integralmente
da prestacdo de servicos sobre os produtos. Todo o poder, flexibilidade e confiabilidade do
JBoss AS vém em um pacote muito simples de instalar. Rodar os primeiros servlets, EJBs e

consumidores de mensagens JMS ¢é igualmente simples.

Mas, embora haja facilidade em se passar pelos passos iniciais com a JBoss
AS, ndo se pode subestimar o esforco e conhecimentos necessarios para se manter um ambiente
de produgdo para aplicagdes Java EE. A Figura apresenta a opg¢ao no instalador de selecao
do idioma de instalacao desejado para o JBoss. Esta versdao do pacote de instalagao apresenta

a vantagem de incluir o idioma portugués-BR nativamente.

A Figura apresenta algumas opcoes de instalacdo disponiveis para o JBoss
que variam de opg¢Oes mais basicas e compactas de instalacao até op¢bes de instalacdo mais

completas.

A Figura exibe algumas op¢bes de pacotes disponiveis a serem incluidos

na instalacdo do JBoss. Dependendo do tipo de uso do servidor, serd necessaria a adicao de
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Figura 4.5: Selecdo dos pacotes do JBoss a serem instalados.

alguns pacotes opcionais.

A Figura exibe as op¢bes de configuracdo de seguranca do JBoss, apli-

cados através do JMX.

A Figura apresenta os parametros de configuracdo necessarios para o
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funcionamento correto do JBoss, que serdo incluidos no conjunto de varidveis de ambiente do

sistema operacional de forma automatica pelo instalador.

Por fim, a Figura [4.8] apresenta o portal de configuracdes do JBoss, através

do qual é possivel alterar alguns parametros de configuragdo do JBoss apds a sua instalacdo

no servidor de destino.



62

®* s o
o JBoss \@ JMX Security
o0
This section allows you to contral whether the IMX interfaces are
Check Out secured. See hitp:ffwiki jhoss.orgfwiki Mk, jspPpage=SecurelBoss
EJB 3.0! for additional security configuration,
[ secure jmx-console.war
Enterprise
Java made [ secure web-console.war
eas
¥ D Secure jrx-invoker-service
www jboss.com I:‘ Secure rmihtip invoker
The 1AAS security domain name for the jmx access points
Enter security-domain: | jrmx-console
Enter admin username: | admin

. Enter admin password: | admin

JBoss 1@ The Professional Open Source Company

[ (3 Previous H_QNext ” 39 Quit ]

Figura 4.6: Selecdo das opgdes de seguranca do JMX.

l::__g_:__l_ri_runmenl Variables

User wariables For bdaw

Wariable Yalue

New User Variable

Yariable name: | JBOsS_HOME |

‘ariable walue: | ciijboss-4.0.5.G48 |

L Ok, J’ Canicel ]

Wariable Yalue Cadl
CamsSpec CHWINDOWSIsystem32iomd. exe =
FP_MO_HOST_C... NG T
NUMBER_OF P... 2
05 Sindowes _MT
Path CMIMDOW SYsystem3Z; CHWINDOWS;. .. %

[ mew J[ et |[ opelete |

[ OK ][ Cancel ] |—

L " o 3 J ST

Figura 4.7: Configuracdo das varidveis de ambiente do sistema operacional, incluindo os pa-
rametros necessarios do JBoss.



63

ALPHA - Microsoft Internet Explorer

Fle Edit View Favorites Tools Help

Qeack - © @ @ /(;j pSearch *Favorites & @v @}, |- > Google,» (@ settings~

¢ Address @ http:/flocahost:8080/portal v Beo
: DevToolBar View DOM Disable View Outine Validate Tmages Resize Misc Show Ruler

JBossPortal

‘ Greetings! &= H Unbound

&

Login

Demo. Download.
Accessonze.
. . e?® . JBoss Portal provides an open source platform for hosting and
This =i basic installation of 1Boss ® ; serving a portal Web interface, publishing and managing its
Portal's most recent release. You may ms content, and customizing its experience. While most packaged
log in at any time, using the User Portlet @ a division of Fled Hat Portal frameworks help enterprises launch Portals more
below with the following credentials: . quickly, only JBoss Portal delivers the benefits of a zero-cost
user/user or admin/admin open source licensze combined with a flexible and scalable
underling platform.
User portlet T H
You are currently not logged in. Support Services PortletSwap Project Information
You can create an account. . -
JBoss Inc. offers various Portletswap.com is an open Learn more about the 1Boss
support services tailored to community sponsored by JBoss, Inc. Portal project, on-going =
fit your needs. Explore to facilitate the exchange of portlets development, open issues, and
support and service options and layouts for use in JBoss Portal. our user and developer
communities.

for JBoss Portal.

| £
& Local intranet

[

Figura 4.8: Portal de configuracdes do JBoss, acessado através de um navegador de internet.



64

4.1.3 ADOBE FLEX

Assim como o Adobe Flash, o Adobe Flex cria arquivos SWF que sdo pro-
cessados pelo Flash Player. No entanto, o Flex é principalmente uma ferramenta criada para
desenvolvedores, e a forma com que as interfaces RIA - Rich Internet Application sdo criadas

no Flash é bem diferente da forma com que as interfaces RIA s3o criadas através do Flex.

Todo o desenvolvimento do Flex é baseado em uma estrutura que fornece
componentes de interface reutilizdveis e extensiveis, servicos de recuperacdo de dados, funci-

onalidades de manipulacido de eventos e muito mais.

Com o Flex é possivel criar RIAs num ambiente centrado em cédigo familiar
(um pouco parecido com o Java). Com o Adobe Flex ainda é possivel utilizar recursos de
aplicacdes Flash, que incluem a habilidade para projetar e implementar interfaces de grande
interacdo com o usudrio sem a preocupag¢ao com possiveis limitacdes do navegador de internet.
Esta ferramenta possibilita um ambiente de execucdo com alcance para quase a totalidade dos

usudrios da Internet.

O Flex possui uma poderosa linguagem de programacdo chamada ActionS-
cript que tem a capacidade de integrar midias de alto padrdo, como streamings de video e
som. No Adobe Flash, o ambiente de desenvolvimento gira em torno de uma metafora de

linha do tempo e ferramentas de desenvolvimento visual.

Devido a esta énfase, e apesar da evolucao da linguagem de programacao
Flash com a inclusdo do ActionScript, uma linguagem totalmente orientada a objetos, ECMA-4
compativel, o Flash tem sido tradicionalmente visto como uma ferramenta de desenvolvimento

para a criacao de animagoes.

Ao longo dos anos, muitos desenvolvedores perceberam que poderiam usar
o Flash para criar RIAs poderosas, mas outros tém encontrado dificuldades na compreensao
do uso da IDE do Flash para este fim especifico (ADOBE| 2011)).

Com o Adobe Flex, o desenvolvimento de RIAs se tornou mais simples e
poderoso através de uma IDE dedicada a esta finalidade. O Flash e Flex podem trabalhar
em conjunto, possibilitando a criagcdo de paginas da web ainda mais ricas. Na realidade, o
Flex pode trabalhar diretamente com outros produtos da Adobe Create Suite. Designers e
programadores podem facilmente criar seus préprios ambientes e ent3o integrar seu trabalho

para estabelecer uma série inteiramente nova de RIAs.

Flex é voltada para programadores, ao invés de designers. A linguagem de
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programacado principal Flex, ActionScript 3, é orientada a objetos, por isso é uma linguagem
recomendada para desenvolvedores que ja possuam alguma experiéncia com os conceitos de
0.0. Apés a decisdo por parte do desenvolvedor do uso do SDK do Flex gratuito, ou do Flex
Builder IDE (proprietario), ja serd possivel o inicio do desenvolvimento de uma interface RIA

com o Flex.

Se a escolha foi feita pelo SDK gratuito, serd necessaria a utilizacdo de um
compilador independente para a compilagdo do cédigo nativo em um arquivo SWF, uma vez
que na versdo gratuita o compilador ndo estd incluido. Ja o Flex Builder pode ser configurado
para compilar o cédigo automaticamente e também criar a deteccdo do navegador de cddigo

necessario para aplicacdes do lado do cliente.

O Flex faz uso de duas linguagens: O MXML (ADOBE, 2011)), uma lingua-
gem de marcacdo baseada em XML, que é usado principalmente para elementos de layout
de exibicdo do aplicativo e o ActionScript (ADOBE, [2011)), que é uma linguagem de script
compativel com o padrdo ECMA (ADOBE, [2011)), além de ser uma linguagem de programagio

orientada a objeto que é usada principalmente para a légica da aplicacdo.

Durante a compilacdo, o cédigo MXML é traduzido em cédigo ActionScript
e, em seguida, todo o cédigo ActionScript é compilado em arquivos bindrios SWF. O arquivo
SWF pode ser carregado para o servidor web, onde é entdo servido com base na solicitacdo

do usudrio.

Para o desenvolvimento deste trabalho, a Adobe gentilmente forneceu uma
licenca de uso da versao 3.0 Educacional da IDE de desenvolvimento do Flex, sendo a interface

grafica do VNBlast totalmente desenvolvida a partir desta.

A Figura[4.9)apresenta a sequéncia entre o desenvolvimento de uma aplicagdo

através do Flex e a visualizacao da mesma pelo usudrio cliente.

A Figura exibe a logomarca de abertura do Adobe Flex, concedido pela

Adobe para uso neste projeto.

A Figura apresenta a IDE de desenvolvimento do Flex (que possui apa-

réncia semelhante a IDE Eclipse) no modo de exibicdo de cddigo fonte.

A Figura apresenta a IDE de desenvolvimento do Flex no modo de

exibicdo de formularios, apresentando o formuldrio de consultas do VNBlast.

A Figura apresenta a IDE de desenvolvimento do Flex no modo de

exibicdo de formularios, apresentando o formulario inicial do VNBlast.
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Figura 4.9: Etapas entre o desenvolvimento da interface grafica e a visualiza¢ao final pelo

usuario. Imagem obtida do site oficial da Adobe (ADOBE, [2011))
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Figura 4.10: Logomarca de abertura do Adobe Flex
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4.2 Integracao entre as Ferramentas

As ferramentas selecionadas para o desenvolvimento do VNBIast, foram de-
senvolvidas originalmente de modo a permitirem uma integracdo harmoniosa entre si. O Adobe
Flex, responsavel pela camada view (que é a prépria interface grafica que ird interagir com o
usudrio), é uma ferramenta que trabalha com o ActionScript e o MXML, sendo que o Acti-
onScript é uma linguagem de programacao desenvolvida para processamentos relacionados a
prépria interface grafica do Flex, ndo sendo possivel, por exemplo, a persisténcia de dados em

algum banco de dados através do ActionScript.

Porém o Flex permite uma integracdao de chamadas entre a aplicacdo desen-
volvida em Flex e classes que tenham sido desenvolvidas em outras linguagens de programacao.
No caso do VNBIast, a linguagem de programacao através da qual foram desenvolvidas as clas-

ses e os principais métodos do sistema foi o Java EJB.

A linguagem Java dispensa maiores comentarios, uma vez que é notavelmente
uma das maiores linguagens de programacao atualmente em uso em aplicagdes para internet,
tendo ademais a capacidade para desenvolvimento de aplicagées também para uso local, como

por exemplo, aplicacbes desktop.

O JBoss, que é um bem conceituado servidor de aplicacdes, foi escolhido
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para gerenciar o VNBlast. O primeiro motivo é o tempo de existéncia e maturidade deste
servidor, além do fato de que este foi desenvolvido totalmente em Java (e também para Java),

garantindo uma melhor estabilidade na aplicagao.

Todas as ferramentas escolhidas s3o caracterizadas como de cédigo aberto,
com excecdo da IDE do Flex que é uma ferramenta proprietaria da Adobe, mas no desenvol-

vimento do VNBlast, esta licenca foi concedida de forma gratuita pela Adobe.

O VNBIast foi escrito como uma aplicag¢ao do tipo server-side, ou seja, prati-
camente todo o processamento é executado no lado servidor. Neste caso, mais especificamente,

o servidor do VNBIlast também se transforma em um cliente em um dado momento.

Em uma primeira etapa o usuario acessa o servidor através de um navegador
da web, monta a consulta informando os parametros e selecionando o arquivo com a sequéncia

de critério no lado cliente; por fim submete a consulta ao servidor.

O servidor recebe a requisicdo de consulta, os parametros selecionados da
consulta e o arquivo contendo a sequéncia submetidos pelo usudrio, monta a consulta no
formato correto com todos os parametros necessarios e submete a consulta aos servidores do

GenBank através de servicos da web (webservices).

O servidor do GenBank, por sua vez, ao receber a solicitacdo de busca e
alinhamento, redireciona a busca para o(s) bancos de dados adequados em seu data center.
A localizagdo das sequéncias mais similares ocorre através da comparacao por alinhamento
usando o algoritmo BLAST. Apds ser encerrada a busca, o sistema de gerenciamento do
GenBank monta o resultado, exibindo o alinhamento e a tabela com os valores estatisticos de

resultado da consulta para retorno.

Na préxima etapa, o GenBank envia o pacote com os resultados da busca
ao servidor do VNBIast através do webservice solicitado, que por sua vez recebe o pacote de

retorno e monta os resultados da consulta em um arquivo.

O arquivo, gerado no servidor do VNBIlast é entdo submetido para o lado
cliente da aplicagdo, sendo entdo visto pelo usudrio através do formuldrio de consultas do
VNBlast ou através de uma nova aba do navegador, caso esta opcao tenha sido selecionada
pelo usuario. A Figura |4.14] apresenta o diagrama de fluxo de informa¢des entre o usudrio

solicitante, o VNBIlast e o GenBank.
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Figura 4.14: Diagrama de fluxo de informacgdes entre o usudrio, o VNBIlast e o GenBank.
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5 Resultados Experimentais

A ampliacdo gradual da velocidade das conexdes de Internet disponiveis,
aliada a reducao também gradual do custo de acesso a estas conexdes favoreceu o surgimento
de novas tecnologias e a quebra de paradigmas no mecanismo de funcionamento da internet
(PORCINO; HIRT], [2003)). Streamings de video de alta resolu¢do, downloads a altas taxas de
transferéncia, voz e imagens em alta definicao e em tempo real sdo tecnologias ja disponiveis
(PORCINO; HIRT), 2003).

Com essa evolucdo tecnoldgica no meio fisico da internet, surgiu um novo
conceito de aplicacdes sendo executadas através da internet: as aplicacOes ricas para a internet.
R.I.A.s, como sdo conhecidas, sao aplicacoes desenvolvidas para serem executadas em navega-
dores de internet como pdaginas da internet, mas que possuem caracteristicas muito peculiares
de aplicagoes originalmente desenvolvidas para execucao local desktop, como formularios, bo-
toes, grades, caixas de combinacdo entre outros, além da possibilidade de transparéncia nos

formuldrios e componentes utilizados.

A utilizacdo dos navegadores de internet para acesso e exibicdo do sistema
possibilita uma maior amplitude de uso para o VNBIast, pois elimina a necessidade de instalacao

local da aplicacdo para o posterior uso.

O VNBlast é uma aplicagao para a internet que utiliza os navegadores atu-
almente disponiveis como o mecanismo de exibicdo de sua interface grafica, exigindo como
pré-requisito apenas que o plug-in do Adobe Flash (ADOBE, 2011) esteja instalado. Segundo
a prépria Adobe em seu site, cerca de 99% dos computadores atualmente conectados na in-
ternet possuem o plug-in do flash instalados e uma vez que este plug-in esteja instalado e

atualizado, torna-se entao possivel o acesso e utilizacdo do VNBIlast por parte do cliente.

Como o Adobe Flex possibilitava o desenvolvimento de aplicagdes R.ILA., e
estas caracteristicas eram extremamente Uteis e interessantes para aplicacoes com as caracte-

risticas do VNBIlast, entao o VNBlast foi criado sob este paradigma.

O VNBlast é constituido de dois formularios. O formulario principal, é exibido
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Figura 5.1: Formulario principal do VNBlast, que contém os menus do programa no estilo
pull-down

de modo maximizado dentro do navegador da internet. Quando o usudrio informa o enderego

do servidor do VNBlast em seu navegador, entdo este formulario principal é exibido.

Dentro do formulario principal é possivel ter acesso a itens como o formulario
de consultas e alinhamentos, efetuar downloads etc. No desenvolvimento deste formuldrio
principal foi feita a opgdo por um visual mais limpo (menos poluido), sendo exibido apenas o
menu no estilo pull-down (estilo caracteristico de menus de aplicagdes do tipo desktop), onde
em um primeiro momento sao exibidos apenas os menus principais e 0s sub-menus surgem no
momento em que o usuario seleciona um dos menus principais. O plano de fundo do formulario

principal é exibido na cor verde em degradé.

A Figura apresenta o Formulario principal do VNBIlast, que contém os
menus do programa no estilo pull-down apresentando o menu de exibicdo do formulario de
consultas e alinhamentos. A Figura[5.2] também apresenta o Formuldrio principal do VNBIast,
mas agora mostra o menu com a op¢ao de download de um arquivo que contém uma sequéncia
de exemplo para ser inserida no formuldrio de consulta do VNBIast e apresentar um alinhamento

no GenBank.

Quando a opg¢do Download - Sample Fasta Input File é selecionada, o VN-

Blast exibe uma janela solicitando um local para que o arquivo texto contendo a sequéncia
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Figura 5.2: Formulario principal do VNBlast, que contém os menus do programa no estilo
pull-down

de exemplo seja salvo, conforme apresenta a Figura 5.3 O arquivo de exemplo baixado do
site do VNBIlast contém uma pequena sequéncia no formato FASTA (PEARSON; LIPMAN,
1988) de um fungo chamado de Ajellomyces capsulatus var. farciminosus 18s que podera ser

submetida para a verificagdo de alinhamentos no GenBank. O arquivo contendo a sequéncia

de bases nitrogenadas deste organismo pode ser visto na Figura [5.4]

Quando o usuario escolhe a opcdo Search - VNBlast conforme pode ser visto
na Figura 5.1}, o formuldrio de busca e alinhamento do VNBIast é apresentado, conforme pode
ser visto na Figura Este formuldrio contém desde a opcdo de selecdo do arquivo de critério

de busca, até a opg¢do de selecdo dos parametros de busca e alinhamento desejados.

Os componentes do formulario de busca e alinhamento do VNBlast foram
distribuidos de modo a formarem uma sequéncia légica de passos a serem executados pelo
usuario para a construcdo de uma consulta no VNBIlast. O primeiro passo a ser dado é a
selecdo do arquivo que contém a sequéncia de critério no formato FASTA, conforme apresenta
a Figura[5.6] O bot&o Load faz com que o VNBlast exiba uma janela solicitando o local onde

0 arquivo se encontra e o nome do arquivo que contenha a sequéncia.
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E{Notepad++ Atalho 07/04/2011 16:24

[B'I_.! {7 Skype Atalho 01/03/2011 03:26
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Mviso: este arquivo pode ser um programa executavel ou conter conteldo malicioso. Tome
cuidado antes de salvar ou abrir.

Figura 5.3: Caixa de controle solicitando um local de destino para a gravagdo do arquivo de
exemplo sample.txt

Arquive  Editar  Formatar  Exibir  Ajuda

=01 12584196 |gb |AF322387.1| Ajellomyces capsulatus var. farciminosus 18S

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACGCCGTGGEGEGCTGEGAGCCTCTGACCGGGAACCCCCCCACCCCC
CTACCCGGUCACCCTTGTCTACCGGACCTGTTGCCTCGRCGGGCCTGQCAGCGATGCTEGCCGGEGEEAGCTTCTCCTCCCCG
GGCCCGTGTCCGCCGLGEACACCGCAAGAACCGTCGGTGAACGATTGGCGTC TGAGCATGAGAGCGATAATAATCCAGTC
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGACATCGATGAAGAAC GCAGCGAAATGUGATAAGTAATGTGAATTGCAGA

ATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGEGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGC
AACCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGTTGGGCCGTCGTCCCCCCTCGACCGGCGGGACGTGCCCGAAATGCAGTGGCGGTGTC
GAGTTCCGGTGCCCGAGCGTATGGGGCTTTGCCACCCGETCTGGAGGCCCGGLCGGCTCCGGCCCACCATGTCAACCCCC
CTCTCACACCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT

Figura 5.4: Arquivo de exemplo baixado do site do VNBlast, que contém a sequéncia no
formato FASTA do fungo Ajellomyces capsulatus var. farciminosus 18s.
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Figura 5.5: Formuldrio de busca e alinhamento do VNBlast.
Load Seguence File (Fasta Format):
Settings: | Load | | i“iil |

Figura 5.6: BotOes para a sele¢do e cancelamento da selecdo do arquivo contendo a sequéncia
FASTA de critério para a consulta.

Caso o arquivo de critério selecionado possua um tamanho grande e o pro-
cesso de upload do arquivo seja muito demorado, entdo o botdo Cancel sera habilitado,
permitindo ao usudrio o cancelamento do processo de upload. Logo que o upload do arquivo é
concluido, a barra de progresso localizada a direita do botao cancel além de apresentar o pro-
gresso como concluido, exibe o nome do arquivo selecionado. Quando isto ocorre, é possivel

ao usuario prosseguir na selecdo dos critérios para a busca.
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Program:
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Figura 5.7: Caixa de combinagdo contendo os tipos de programas disponiveis para a busca e
o tooltip informativo correspondente.

A caixa de combinacdo chamada Program exibe as op¢des de programas de
busca disponiveis conforme apresenta a Figura 5.7, O primeiro programa de busca disponivel
é a Blastn, que representa um arquivo de consulta contendo uma sequéncia de nucleotideos

efetuando uma busca em uma base de dados de nucleotideos.

O segundo programa de busca disponivel é o Blastp que corresponde a um
arquivo de consulta contendo proteinas, efetuando uma busca em um banco de dados também
de proteinas. O terceiro programa é o Blastx, que corresponde a um arquivo de consulta
contendo nucleotideos traduzidos e a busca é efetuada em um banco de dados de proteinas.
O quarto programa disponivel é o Thlastn que representa um arquivo de consulta que contém
proteinas, efetuando a busca em um banco de dados de nucleotideos traduzidos. O quinto e
ultimo programa disponivel é o Thlastx que corresponde a um arquivo de consulta contendo
sequéncias de nucleotideos traduzidos, efetuando uma busca em um banco de dados também
de nucleotideos traduzidos. Estas opcdes mencionadas correspondem a opc¢ao -p da aplicacao

de linha de comando do Netblast.

Uma vez definido o programa que efetuard a busca no GenBank através do
VNBlast, é entdo possivel seguir adiante através da selecao do banco de dados alvo da consulta.
Os bancos de dados disponiveis sdo o Nucleotide Sequence database, Environmental protein,
Environmental nucleotide, EST division database, GSS division database, HTYG division da-
tabase, Human RefSeq chromosome, Non-Redundant protein database, RefSeq chromosome,
Patent protein database, Patent nucleotide database, Protein sequences structures, Nucleotide
sequences structures, NCBI genomic reference sequences, NCBI protein reference sequences
NCBI transcript reference sequences, STS division database, Swiss-prot sequence databases

e, por fim, Whole Genome shotgun. A caixa de combina¢do contendo os bancos de dados a
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Mucleotide Sequence database —

Environmental protein
Envirocnmental nucleotide

EST division database

G55 division database -

Figura 5.8: Caixa de combina¢do contendo os tipos de programas disponiveis para a busca.

serem escolhidos pode ser vista na Figura [5.8]

Neste ponto da consulta, todos os parametros necessarios para uma busca
basica baseada nos parametros default do VNBIast ja foram selecionados. Mas dependendo do
objetivo da consulta, a forma como os resultados gerados pela busca serdo exibidos tera grande

impacto no tempo necessdrio para a obtencdo dos resultados esperados pelo pesquisador.

O VNBlast apresenta algumas formas de exibicdo dos resultados, segundo
o mesmo padrio apresentado pelo Netblast. A primeira forma de exibicdo (também definida
como o padrdo de visualizagdo de consultas no VNBIast) ¢ o cldssico método par-a-par conhe-
cido como Pairwise. O segundo formato de visualizacdo é o Query-anchored showing identities
que significa consultas ancoradas mostrando as identidades entre as sequéncias. O terceiro for-
mato é o Query-anchored no identities que é exatamente idéntico ao segundo formato porém

nao exibe as identidades entre sequéncias.

O quarto formato de exibicdo é similar ao segundo formato, porém exibe os
resultados em modo plano. Este formato é chamado de Flat query-anchored, show identities.
O quinto formato de exibi¢do é similar ao terceiro formato ja apresentado, porém, assim como
no item anterior, os resultados sdo apresentados de forma planar. O quinto formato é chamado

de Flat query-anchored, no identities.

O sexto formato de visualizac3o do alinhamento é chamado de Query-anchored
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no identities and blunt ends. Este formato é similar ao terceiro porém apresenta cortes mais
bruscos nas extremidades dos alinhamentos. O sétimo formato é similar ao sexto formato,
porém os resultados sao exibidos de forma planar. Este formato é chamado de Flat query-

anchored, no identities and blunt ends.

O oitavo formato possui caracteristicas interessantes para a extracdo dos
dados e pés-processamento. Este oitavo formato é o XML Blast output. Baseado no formato
XML, este formato inclui tags informativas nos campos e nos alinhamentos, tornando mais

simples a extracao dos dados de forma padronizada.

O nono formato é o formato chamado de Tabular (not post processing).
Este formato, como o préprio nome diz é apresentado de forma tabular, porém n3o existem
processamentos posteriores ao alinhamento. Este formato pode ser interessante para a extracio

de sequéncias, pois os dados s3ao apresentados de forma mais ristica.

O décimo formato disponivel é equivalente ao nono, porém recebe alteragdes
de pds-processamento como comentarios e ordenacao nos alinhamentos, baseados no grau de
similaridade entre as sequéncias encontradas e a sequéncia de critério. Este formato é chamado

de Tabular with comment lines (post-processed, sorted).

O décimo primeiro e ultimo disponivel no VNBIlast é o formato ASN, text.
Este formato apresenta os resultados de uma forma textual padrao. Porém um fator muito
interessante é a possibilidade de combinac3do existente entre todos estes formatos disponiveis
e a op¢do HTML, que serd mencionada mais adiante. Quando esta opg¢ao é selecionada, o
resultado exibido de todos estes formatos apresentados vém acompanhado de hyperlinks que
possibilitam a navegacdo através de pdginas da internet, para a exibicao de detalhes sobre
campos mais especificos. A Figura apresenta a caixa de combinacdo do campo Alignment

View, que possui 11 opc¢des de visualizagao dos resultados obtidos na consulta.

Na sequéncia, é apresentado um grupo de caixas de combinagdo com funci-
onalidades variadas, que serao descritas a seguir. A caixa de combinacao Multiple Hit suporta
os parametros Multiple e Single. O parametro Multiple, quando selecionado, permite que
o alinhamento ocorra através da selecdo de muiiltiplos acertos e o parametro Single permite

apenas a selecao de acerto simples.

A caixa de combinacao HTML tém um importante papel no VNBIlast, pois
a sua selecdo possibilita a inclusdo automatica de tags do tipo HTML no resultado gerado
pelo programa. Uma vez que esta op¢ao esteja marcada como TRUE, todos os campos que

tenham a possibilidade de exibicdo de informacdes adicionais dentro do préprio site do NCBI,



79

Alignment View:

L Pairwise v

Fairwisea
Query-anchored show. identities
Query-anchored no identities

Flat g.-anch. show. identities

Flat g.-anchored no identities

Figura 5.9: Caixa de combinacdo contendo as op¢bes de formatos de exibicdo dos resultados
no VNBlast.

recebem um hyperlink e com um clique do mouse torna-se possivel a exibicao desta informacao
adicional dentro da prépria janela Results do VNBlast, ou através de uma nova janela ou guia
do navegador de internet. O valor padrao do VNBIlast para o campo HTML é TRUE e este

parametro é equivalente a op¢ao -T do Netblast.

O parametro LCase (Lower Case Filtering) no VNBlast é representado por
uma caixa de combinacdo com os parametros True e False e é um filtro para bases nitrogenadas
representadas por letras em caixa baixa na sequéncia FASTA. Este parametro é equivalente ao

parametro -U do Netblast e seu valor padrao no VNBlast é False.

O préximo parametro da sequéncia é o parametro Believe. Este parametro é
equivalente a opc¢do -J do Netblast e significa que a aplicagdo ird confiar na linha de definicao
da consulta. O valor padrao do VNBlast é False, porque a maioria das linhas de definicdo de

consultas n3o segue o padrdo especificado pela NCBI.

A opcao Gapped do VNBIlast é apresentada em uma caixa de combinacao
que recebe por padrdo o valor True e sua utilizacdo possibilita a execucao de alinhamentos

que incluem as lacunas, também conhecidas como (gaps) em uma sequéncia.

O pardmetro RPSBlast habilita a opcdo de busca no banco de dados CDD
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Multiple Hit: HTML: LCase: Beliave: Gapped: RP5Elast: MegaBlast:

| Multiple v True * || False | False * || True * || False * || False v

Figura 5.10: Grupo de caixas de combinag¢do de variados parametros do VNBIast.

UDropoff: FDropoff: Penalty: Linking:

0 0 0 o
Figura 5.11: Grupo de campos do tipo texto de variados parametros do VNBIast.

do GenBank, porém o valor padrao definido no VNBIlast é False para esta op¢do. Caso esta
opcao seja definida como True, serd necessaria a selecao adequada do banco de dados desejado

no campo Database to be Searched.

A dltima caixa de combinacao deste bloco é a do pardmetro MegaBlast.
Habilitar esta opcdo fara com que o VNBIast execute uma busca usando o algoritmo MegaBlast
e miltiplas sequéncias poderdo ser concatenadas no critério de consulta. O valor padrdo do
VNBlast para esta opcdo é False. A Figura|5.10| apresenta a caixa de combinacdo do campo

Alignment View e suas 11 opg¢des de visualizagdo dos resultados obtidos na consulta.

O parametro UDropoff é a abreviacao do parametro X dropoff value for
ungapped extensions (in bits) que significa o valor de deixa X para extensdes do tipo ungapped.

Este parametro é equivalente a opcao -y do Netblast e seu valor padrao no VNBlast é 0.

Ja o parametro FDropoff é a abreviagdo do parametro X dropoff value for
final gapped alignment (in bits) que significa o valor de deixa para alinhamentos finais do tipo
gapped. O valor padrao para este parametro é 0 e seu parametro correspondente dentro do

Netblast é o -Z.

O parametro Penalty que corresponde a opcado -q do Netblast, diz respeito a
penalidade aplicada a um erro de comparacao entre nucleotideos e deve ser usada em conjunto
com o programa Blastn. Seu uso é indicado para alinhamento de sequéncias com diferentes

percentuais de similaridades.

O parametro Linking é a representacdo de Length of the largest intron al-
lowed in Tblastn for linking HSPs e é o comprimento do maior intron permitido no Thblastn
para a ligacdo de HSPs. O valor padrdo 0 do VNBIlast desabilita a ligacdo e qualquer outro
valor apresentado ativa este parametro. A Figura apresenta os campos do tipo text-
box da segunda linha do VNBIlast. Estes campos possuem fun¢Ges variadas, como descrito

anteriormente.
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Mask Filter:

| Dust TJ

Cust
Low Complexity
Human Repeats

Viactor

Figura 5.12: Caixa de combinacdo apresentando os parametros suportados pelo campo Mask
Filter.

O parametro Mask Filter foi implementado no VNBIast como uma caixa de
combinag¢3do para facilitar ao usudrio a selecao das op¢des disponiveis. O objetivo deste para-
metro é o de especificar qual filtro devera ser usado para mascarar a sequéncia de consulta. O
valor padrdo para este campo é DUST para nucleotideos e SEG para proteinas. A Figura[5.12
apresenta o campo Mask Filter implementado como uma caixa de combina¢do no VNBlast,

assim como as opcoes suportadas.

Assim como o parametro Mask Filter e outros, o parametro P. Scoring tam-
bém possui um conjunto limitado de pardmetros suportados e foi implementado através de
uma caixa de combinacdo. Este campo esta relacionado com a matriz proteica de pontuacao
para uso. Os parametros suportados sao o BLOSUM 45, BLOSUM62, BLOSUM 80, PAM30
e o PAM70. O VNBlast utiliza como valor padrao para este campo o parametro BLOSUM®62.
A Figura |5.13| apresenta o campo Mask Filter implementado também como uma caixa de

combinacdo no VNBIlast, assim como os devidos parametros suportados.

O campo Cutoff receberd o valor de corte a ser utilizado pelo algoritmo
BLAST. A alteracdo do valor padrdo deste campo fard com que os resultados sejam drastica-
mente alterados, dependendo do valor de corte especificado. Este campo sé deve ser alterado

caso o usuario realmente saiba em qué implicara esta alteracdo, caso contrario resultados
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P. Scoring:

| ELOSUMA45 v |

- BLOSUM4S
- BLOSUMBZ
BLOSUMED

FAMZ0
FAMTYO

Figura 5.13: Caixa de combinagdo apresentando os pardmetros suportados pelo campo P.
Scoring.

incorretos poderdo ser gerados. Este campo suporta alguns formatos de parametros, como
nuimeros inteiros, fraciondrios, decimais, exponenciais além de nimeros em notac3o cientifica.
O valor estipulado como padrdo para este campo pelo VNBIlast é o nimero 10. O pardmetro

equivalente a este pelo Netblast é a op¢do -e.

O parametro Open Gap representa o custo ou penalidade para a abertura
de um gap pelo VNBlast. A alteracao do valor deste parametro farda com que seja alterado
o custo de abertura de um gap. O valor padrao para este parametro pelo VNBIlast é 0 e o

parametro equivalente a este no Netblast seria a op¢ao -G.

De modo similar, o parametro Ext. Gap representa o custo ou penalidade
para a extens3o de um gap pelo VNBlast. A alteracido do valor deste parametro fard com que
seja alterada a penalidade pela extensdo de um gap. O valor padrdo para este parametro pelo

VNBlast € 0 e o parametro equivalente a este no Netblast seria a opc¢ao -E.

No VNBIlast, o parametro GDropoff significa o valor de deixa X para alinha-
mentos do tipo gapped e os valores aceitos sao apresentados em bits. Por exemplo, para se
alterar o valor de deixa de um alinhamento do tipo gapped para 40, é sé atribuir o valor 40 a
este campo. O valor padrao atribuido pelo VNBIast para este campo é 0 e a opcdo equivalente

a este parametro pelo Netblast seria a -X.

A penalizacao para os erros em um alinhamento de nucleotideos no VNBIlast
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Cutoff: Open Gap: Ext. Gap: GDropoff: Mismatch: Reward: Desc.: Show:

10 0 0 0 2 1 500
Figura 5.14: Campos diferenciados com funcionalidades variadas.

é definida pelo valor do campo Mismatch. Este parametro sé serd avaliado caso o programa
escolhido seja o Blastn, especifico para nucleotideos. O valor definido como padrdo para este
parametro é o -3, mas a alteracdo para outros valores pode ser util quando se esta efetuando

o alinhamento de sequéncias com diferentes percentuais de similaridade.

De modo oposto a penalizagdo especificada no item anterior, o campo
Reward representa a recompensa pelo acerto em um nucleotideo. Uma alternativa a esta
definicdo manual seria o uso de uma matriz de pontuagdo externa. O valor padrdo definido

no VNBIlast para este campo é o nimero 1.

O campo abreviado como Desc. no VNBIast significa descricao e especifica
o limite superior do banco de dados de sequéncias cujas descri¢Ges serdo exibidas. O valor
padrdo para o nimero de sequéncias que receberdo a descricao é 500, mas este valor podera
ser aumentado ou reduzido conforme a necessidade do solicitante. O pardmetro do Netblast

equivalente a este é o -v.

O parametro Show especifica o limite superior das sequéncias do banco de
dados cujos alinhamentos serdo mostrados no resultado pelo VNBlast. O limite fisico para
este parametro é 200.000, porém este valor ndo representa o nimero total de segmentos de
alinhamento nem os high scoring pairs (HSPs). Ao invés disso, é o nimero de sequéncias do
banco de dados com os HSPs para a consulta. O valor padrdo deste parametro é 250 e a
opg¢ao equivalente do Netblast seria a -b. A Figura [5.14| apresenta os campos mencionados

no VNBlast, assim como os devidos parametros suportados.

A préxima caixa de combinacdo é a Show G/ e como o préprio nome sugere,
a funcdo deste campo é ativar e desativar a adicdo do ndmero Gl na linha de definicdo do
resultado. Quando esta opcdo é habilitada, o nimero Gl precederd o identificador PRF na
linha da sequéncia. O valor padrdo para esta op¢do é desativado (False) e este parametro

corresponde a op¢ao -l do Netblast.

A abreviacio Gen. Cod. que corresponde a Query genetic code to use,
representa o cédigo genético da consulta a ser usado. Isto especifica a tabela de tradugao
usada na traducdo da consulta durante buscas utilizando os programas Blastx e Tblastx.

O valor padrao 1 adotado pelo VNBIlast corresponde a codificacdo universal. O parametro
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equivalente usado no Netblast é o -Q.

O parametro DB Gen., exibido no VNBIast, corresponde a DB Genetic code,
ou seja, o codigo genético do banco de dados. Assim como a opg¢do anterior, esta opgao é
utilizada para para informar a tabela de traducao que sera utilizada na tradu¢do do banco de
dados em buscas usando os programas Thblastn e Thlastx. O valor padrdo para este campo é
1.

Na sequéncia, o parametro Wd. Size do VNBIlast define, como a prépria
abreviacdo sugere, o tamanho das palavras usadas nos variados programas da familia Blast.
O valor padrao 0, define implicitamente valores padrao para alguns programas. Por exemplo,
o valor padrao para o programa Blastn é 11, para o Megablast, o valor é 28, j& para todos
os demais, o valor padrao para este campo é 3. Alterando o valor deste campo, o VNBIlast
compreenderad que o valor definido sera correspondente ao programa selecionado no momento

da consulta.

Ja o parametro Lenght do VNBlast é usado para definir o tamanho efetivo
do banco de dados. Apesar de que o valor padrao do VNBIast para este campo é 0, este valor
é interpretado pelo VNBIlast como o tamanho atual do banco de dados, sem restricoes. No

Netblast, a opcdo correspondente é definida através do parametro -z.

O parametro Best Hits, que corresponde a opg¢ao -K do Netblast, significa o
nimero dos melhores acertos encontrados em uma regido conservada. Definir este pardmetro
faz com que o VNBIast selecione o nimero especificado com os melhores acertos para uma
dada regido de uma consulta para avaliacdo. O valor padrao desta opcdo é 0, mas caso seja

necessario, o valor 100 é recomendado.

O parametro E. Lenght, que é a simplificacdo da palavra Efective Lenght,
significa o tamanho efetivo do espaco de busca. Este parametro é definido pelo produto do
tamanho efetivo da consulta menos o tamanho atual corrigido para efeitos de borda. Para se

utilizar o tamanho atual, deve-se manter o valor padrao 0 do VNBIast.

O parametro Strands do VNBlast significa as vertentes da consulta de nu-
cleotideos para serem usadas na busca. Alguns valores sao utilizados por este campo: o valor
1 significa a sequéncia de entrada. O valor 2 significa o complemento reverso e o valor padrao

3 significa ambas as situagdes. A opc¢do correspondente a esta no Netblast é a -S.

No caso do parametro Subset do VNBIlast, seu objetivo é restringir a busca
do banco de dados ao subconjunto que satisfaz a consulta. Os argumentos para este campo

sdo o conjunto de parametros vélidos pré-definidos pelo Entrez. O servidor Blast utilizara
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Show GI: Gen. Cod.: DE Gen.: wd. Size: Length: Best Hits: E. Length: Strands: Subset: Location: Win. Size: Threshold:
False w 1 1 0 o o o 3 o o

Figura 5.15: Campos diferenciados com funcionalidades variadas.

| Searching... Please Wait... L B B A B B A *Default values are in gray |

Figura 5.16: Barra de progresso exibida através da solicitacao de uma consulta no VNBlast.

este termo para recuperar a lista de niumeros Gl e uséd-los para restringir a busca do Blast as
entradas especificadas nesta lista. Apenas termos validos devem ser usados. Por exemplo, ndo
fara sentido restringir uma busca para sequéncia genémicas quando a busca estd sendo feita

em um banco de dados do tipo EST.

O VNBlast possui um campo chamado Location. Este campo esta relaci-
onado com a localizacdo em uma sequéncia de consulta. Por exemplo, quando se define os
valores 100,400 , o valor 100 representa o inicio e o valor 400 representa o fim. Este parametro

corresponde a op¢ao -L do Netblast.

O parametro Win. Size que é a abreviacdo da palavra window size representa
o tamanho da janela para mdltiplos acertos. O valor padrdo para este campo é 0, porém o real
valor quando se define este campo com 0 é 0 para o Blastn e Megablast e 40 para os demais

programas do pacote Blast. Este parametro é correspondente a opgao -A do Netblast.

Por fim, o parametro Threshold, significa o limite para acertos estendidos. O
valor padrao 0 do VNBIlast define valores diferenciados para os variados programas do pacote
Blast que sdo: Blastp = 11, Blastn = 0, Blastx = 12, Tblastn = 13, Tblastx = 13 e Megablast
= 0. Este pardmetro é correspondente a op¢ao -f do Netblast. A Figura [5.15| apresenta os

campos mencionados no VNBIast, assim como os devidos parametros suportados.

No momento em que uma consulta é solicitada, surge uma barra de progresso
do tipo infinito no VNBIast, informando ao usudrio que a consulta estd em andamento e que
sera necessaria a espera pela conclusao do procedimento. A Figura [5.16| apresenta a barra de

progresso para uma consulta no VNBIast.

O VNBlast apresenta alguns botdes de comando que tém por fungdo a exe-
cucao de procedimentos relativos a buscas, campos do formulario e ao préprio formulario.

Estes botdes receberdo uma descricdo mais detalhada nos pardgrafos que seguem.

O botdo Search, como o préprio nome sugere, é o botdo que, quando pressi-
onado, informa ao VNBIlast que o conjunto de informacdes compostos pelo arquivo contendo

a sequéncia de critério para o alinhamento e os préprio parametros do VNBlast selecionados
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l ﬁ Search H by Clear H y Default J I + Download J LﬁJ Close

Figura 5.17: Conjunto de botdes com funcionalidades variadas no formulario de consultas do
VNBlast.

pelo usudrio deverdo ser submetidos ao GenBank para a execugdo dos procedimentos de busca

e alinhamento definidos na consulta.

Por padrdo, o botdo Search do VNBIlast permanece desabilitado, enquanto
um conjunto minimo de informagdes necessdrias para a execucdao de uma consulta ndo sio
informados pelo usuario. Uma vez que estes requisitos sao preenchidos entao o botdo Search
¢ habilitado automaticamente, tornando entdo possivel a execucdao da busca e alinhamento

desejados.

O segundo bot3o localizado na parte inferior do formulario de consultas é
o botdo Clear. Este botdo tém a funcdo de limpar todos os campos do VNBIast, incluindo
o arquivo de critério, caso o mesmo ja tenha sido selecionado anteriormente. Este botdo é
util quando é necessdria a execucao de vdrias buscas sucessivas ou quando algum arquivo
de critério ou conjunto de parametros foi informado de forma equivocada. Os campos de

parametros do VNBIast também s3o reiniciados com os seus respectivos valores padrao.

O préximo botdo da esquerda para a direita é o botdo Default, também
localizado na parte inferior do formulario de consultas. Este botdo, assim como o Clear,
também restaura os parametros aos seus devidos valores iniciais, porém, caso o arquivo de
critério ja tenha sido selecionado, o0 mesmo continuard sendo mantido de forma que apenas os
parametros de busca sejam alterados. Este botdo é util quando se deseja variar os parametros

de busca e verificar os resultados de forma sucessiva.

O quarto botdo na sequéncia é o botdo Download. Este botdo, quando
pressionado, possibilita ao usuario efetuar a baixa do arquivo resultante de uma consulta,
possibilitando o salvamento de modo definitivo e local dos resultados do VNBlast. Este botdo
permanece desabilitado até que o resultado de uma busca seja exibido no VNBlast, sendo

entdo automaticamente habilitado.

Por fim o botdo Close, que fica localizado no canto inferior direito do for-
mulario de consultas do VNBlast, tém por funcao o fechamento apenas do formuldrio de
consultas, sendo possivel a reabertura deste formuldrio através do menu do formuldrio princi-
pal do VNBlast. A Figura [5.17| apresenta o conjunto de botdes com funcionalidades variadas

no formuldrio de consultas do VNBIast.
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|1"'| Show results in a new tab

Figura 5.18: Caixa de checagem Show results in a new tab do formulario de consultas do
VNBIast.

Results: gb |EF669985.1| Aspergillus fumigatus isolate NRRL 4661 185 ... 369 2e-09 o
gt |EF669933.1| Aspergillus fumigatus isolate NRRL 165 185 r... 363 2e-038
dbj |AB369897.1| Aspergillus fumigatus genes for small subun. .. 369 2e-098

>dbj |RB353921.1| Ajellomyces capsulatus genes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNa, ITSZ,
265 rBRMA, partial and complete sequence, sStrain:
SUMS0035 (= IFM 52709)
Length = 647

Score = 1124 bits (567), Expect = 0.0
Identities = 595/608 (97%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 ttccogtaggtgaacctgcgyaaggatcattaccacgcocgtygyggyyctgggagectetga 60
NN RN R R R RN RN R R R R RN A R RN R RR AR RN RRY
Sbict: 26 ttcoccgtaggtgaacctgoggaaggatcattaccacgoogtggogygoctgggagectotga 85

Query: 61 ccgggaannnnnnnnonnnnntacccggccaccocttgtoctacocggacctgttgeocteogge 120

Figura 5.19: Campo Results do formuldrio de consultas do VNBlast. Este campo exibe os
resultados das consultas geradas pelo VNBIast.

Uma vez que os parametros minimos necessarios para a execuc¢ao de uma
consulta sdo preenchidos, entdo o VNBlast estd apto a efetuar a busca por sequéncias similares
nas bases de dados do GenBank. Quando o processo é concluido, ent3o o resultado é gerado

e retornado ao servidor do VNBIast, que por sua vez, transfere os dados para o cliente.

Quando isso acontece, os dados resultantes da consulta sdo exibidos no
campo Results do VNBIlast ou no campo Results do VNBIast e em uma nova aba do navegador

em que o VNBIast esteja sendo executado.

A selecao do modo de visualizacdo é feita através da caixa de checagem
chamada Show results in a new tab. Quando desmarcada, os resultados serdo exibidos apenas
na janela Results do formuldrio de consultas do VNBIlast. Caso esta op¢ao esteja marcada,
entao os resultados serdo exibidos tanto na janela Results do VNBlast quanto em uma nova
guia do navegador corrente € no momento em que os resultados s3o gerados, o foco da
aplicacdo é transferido para a nova guia, porém a guia que contém a aplicacdo do VNBIlast
nao é encerrada. A Figura apresenta a caixa de checagem Show results in a new tab do
formulario de consultas do VNBIlast. A Figura |5.19 apresenta a janela Results do formulario

de consultas do VNBIast.

A Figura [5.20| apresenta os resultados da consulta sendo exibidos em uma

nova guia do navegador de internet corrente.
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BLASTN 2.2.16 [Mar-25-2007]

Reference:

Zltschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schiffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs”, Nucleic Acids Res. 25:3383-3402.

Query= gi|12584126|0b|AF322387.1| Ajellomyces capsulatus var.
farciminosus 185
(609 letters)

Database: All GenBank+EMEL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, 5T5,

GS5,environmencal samples or phase 0, 1 or 2 HIGS ssquences)
14,799,608 sequences: —86%,951,544 total letters

Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
dbj |BB353921.1 Ajellomyces capsulatus genes for 185 rRNA, 1124 0.0
gb|AF3 Ljellemyces capsulatus var. farcimin... 1124 0.0
gb|AF3 Ajellomyces capsulatus isolate H62 1... 1124 0.0
gb|AF3 R Ajellemyces capsulatus isolate H71 1... 1116 0.0
gb|AF322 Ajellomyces capsulatus isolate H81 1... 1108 0.0
gb|AF322 Ajellomyces capsulatus isolate H7 1... 1092 0.0
gb|AF322383. Ajellemyces capsulatus isolate H70 1... 1084 0.0
gb|AF322382.1|AF32 Ajellomyces capsulatus isolate H6S 1... 108 0.0
gb|AF322380.1|AF32 Ajellomyces capsulatus isolate H64 1... 108 0.0
gb|AF038353.1|AF038353 Ajellomyces capsulatus scrain UAMH 7... 1076 0.0
gb|AF322386.1|AF322386 Ajellomyces capsulatus var. duboisii... 1070 0.0
db3|AB436785.1| Ajellomyces capsulatus genes for ITS1, 5.85... 1068 0.0
gb|FJ011535.1] Ajellomyces capsulatus isolate SUM3S0035 185 ... 1065 0.0
dbj |AB211528.1| &Ajellomyces capsulatus genes for ITS1, 5.835... 1061 0.0
db3 [AB071831.1| Ajellomyces capsulatus genes for 185 rRNA, 1023 0.0
gb|AF322 |AF322378 Ajellomyces capsulatus isolate H9 13... 295 0.0
Ajellomyces capsulatus genes for ITS1, 5.85... 291 0.0
Eistoplasma capsulatum var. farciminosum ge... 288 0.0
Eistoplasma capsulatum var. farciminosum ge... 983 0.0
dbj |ABO71836. Eistoplasma capsulatum var. farciminosum ge... 885 0.0
dp=|AB055249.1| Eistoplasma capsulatum var. farciminosum ge... 983 0.0 =

Figura 5.20: Resultados da consulta sendo exibidos em uma nova guia do browser corrente.

5.1 Analise dos Resultados

Os formatos de saida gerados pelo VNBlast podem sofrer varias alteragdes
dependendo do conjunto de parametros definidos pelo usuario. Dentre estes, de modo enfatico,
o parametro Alignment View tem a capacidade de alterar significativamente o modo como os

dados s3o exibidos.

Um dos modos mais utilizados para visualizagao dos resultados é o par-a-par
conhecido como Pairwise. Desta forma, os exemplos utilizados para a analise dos resultados
serdo feitos baseados no modo Pairwise. Contudo, vale lembrar que este modo corresponde a

apenas um dos onze modos de vizualizagdo disponiveis no VNBIast.

Quando um resultado é gerado no VNBIast no modo Pairwise, alguns blocos
de contetidos bem definidos sao criados. A primeira parte do resultado gerado pelo VNBIlast
contém informacdes sobre a versdo do programa interno usado pela NCBI para a busca e
alinhamento. Na sequéncia é feita uma referéncia bibliografica aos autores do algoritmo BLAST
utilizado em todo o procedimento. O préximo campo apresenta o cabecalho da sequéncia
submetida como critério no formato FASTA. Por fim, neste primeiro bloco sdo apresentados
os bancos de dados atualmente interconectados e disponiveis para consulta através do GenBank

e algumas informacgdes estatisticas sobre as sequéncias pesquisadas. A Figura apresenta
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BLASTN 2.2.16 [Mar-25-2007]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro &. Schiffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1387),
"Gapped BLAST and PST-BLAST: a new generation of protein database search
programs", Nucleic Acids Res. 25:3385-3402.

Query= gi|12584196|gb|AF322387.1| Ajellomyces capsulatus wvar.
farciminosus 1835
(608 letters)

Database: 41l GenBank+EMEBEL+DDEJ+PDE =segquences (but no E5T, 5T5,
G55, environmental =ample= or phase 0, 1 or 2 HIGS sequences)
14,810,672 sequences; -808,909,021 total letters

Score E

Figura 5.21: A primeira parte dos resultados gerados por uma consulta através do VNBlast no
formato par-a-par.

Score E c

Sequences producing significant alignments: (bit=) Value
dbj |AB353921.1 Ajellomyces capsulatus genes for 185 rRWA, ... 1124 0.0
gb|AF322387.1|AF322387 Ajellomyces capsulatus var. farcimin... 1124 0.0
gb |AF322379.1|AF322379 LAjellomyces capsulatus iscolate HE2Z 1.. 1124 0.0
gb |AF332384.1|AF322384 LAjellomyces capsulatus iscolate H71 1.. 1116 0.0
gb |AF332385.1|AF322385 Ajellomyces capsulatus iscolate HEB1 1.. 1108 0.0
gb|AF322381.1|AF322381 Ajellomyces capsulatus isolate H&T7 1.. 1082 0.0
gb |AF322383.1|AF322383 LAjellomyces capsulatus isoclate H70 1.. 1084 0.0
gb |RF322382.1|AF322382 Ajellomyces capsulatus isclate HES 1.. 1084 0.0
gb |RF322380.1|AF322380 Ajellomyces capsulatus isclate HE4 1.. 1084 0.0
gb |BRF038353.1|AF03E353 Ajellomyces capsulatus strain UAMH 7... 1076 0.0
gb |BRF322386.1|AF322386 Ajellomyces capsulatus var. duboisii... 1070 0.0
dbj |AB4367TES5.1| Ajellomyces capsulatus genes for ITS51, 5.85... 1068 0.0
gb|FJ011535.1| Ajellomyces capsulatus isclate SUMS0035 185 ... 1065 0.0
dbj |AB211529.1| Ajellomyces capsulatus genes for ITS51, 5.85... 1061 0.0
dbj |ABOT1831.1| Ajellomyces capsulatus genes for 185 rRHa, ... 1023 0.0
gb |RF3223TE.1|AF322378 Ajellomyces capsulatus isclate HYS 18... 993 0.0
dbj |AB4367TE4.1| Ajellomyces capsulatus genes for ITS51, 5.85... 991 0.0
dbj |ABO71839.1] Histoplasma capsulatum var. farciminosum ge... 989 0.0 [:
ARS IARATI22T 11 Hiogtr~nlaoma ~arnonmlatriam sraw Farmiminmaomm o oso [aBat

Figura 5.22: A segunda parte dos resultados gerados por uma consulta através do VNBlast no
formato par-a-par.

a primeira parte dos resultados gerados por uma consulta através do VNBIast sendo exibidos

no formato par-a-par.

No segundo bloco de contelidos gerados como resultado de uma consulta no
modo Pairwise pelo VNBIlast, é apresentado para cada sequéncia similar encontrada no banco
de dados em que a sequéncia esta armazenada, o indice de identificacao, o nome que foi
dado a sequéncia submetida, a pontuagdo gerada pelo algoritmo BLAST (score) em relagdo a
similaridade desta em comparacdo com a sequéncia da consulta e, da mesma forma, a margem
de erro dada pelo BLAST pela comparagao entre as sequéncias. A Figura apresenta a
segunda parte dos resultados gerados por uma consulta através do VNBlast sendo exibidos no

formato par-a-par.

O terceiro bloco de contetidos obtidos exibe novamente o cabecalho da
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>db] |2B353821.1| Ajellomyces capsulatus genes for 185 rRNa, IT51, 5.85 rEBN&, ITSZ2,
265 rENL, partial and complete sequence, strain:
SUM50035 (= IFM 52709)
Length = &47

Score = 1124 bits (567), Expect = 0.0
Identities = 535/602 (97%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 ttcocgtaggtgaacctgcggaaggatcattaccacgococgtggggggctgggagectotga 60

Frrreerrrreerrrreerrrreerr e e e rrere e e e e rerereren
Sbjct: 26 ttccgtaggtgaacctgocggaaggatcattaccacgococgbtggggggctgggagectectga 85

Query: 61 ccgggaannnnnnonnnnnnntacccocggccacccttgtctaccggacctgttgectegge 120

ITrrnn Frrrrrrrrerrrrrerrrrererrrernrrrernrnna
Sbkjct: 86 ccgggaacccccccaccctocctaccocggoccaccottgictaccggacctgttgeocteogge 145

Query: 121 gggcctgoagcgatgotgococgggggagotictocctocccocgggocccgtgteccgeccggggac 180

Figura 5.23: A terceira parte dos resultados gerados por uma consulta através do VNBIast no
formato par-a-par.

sequéncia encontrada como similar pelo algoritmo BLAST, um indice de pontuagdes de iden-
tidades obtidas e por fim o préprio alinhamento entre blocos das sequéncias de critério encon-
tradas no banco. O padrao do VNBIast é exibir os alinhamentos das sequéncias em blocos de
60 em 60 pares de bases nitrogenadas. A Figura apresenta a terceira parte dos resultados

gerados por uma consulta através do VNBlast sendo exibidos no formato par-a-par.

Em uma analise mais detalhada neste exemplo de alinhamento do tipo par-
a-par, é possivel encontrar os 3 tipos basicos de ocorréncias em um alinhamento deste tipo:
O acerto (match), o erro (mismatch) e a lacuna (gap). O acerto ocorre quando as bases
nitrogenadas alinhadas sdo iguais. O erro acontece quando as bases nitrogenadas alinhadas
sdo diferentes. Por fim, a lacuna ocorre quando em um alinhamento, uma das sequéncias
nao encontra uma base nitrogenada na outra sequéncia, apenas uma lacuna. A Figura [5.24
apresenta exemplos de acertos (match) e erros (mismatch) gerados por uma consulta através
do VNBlast sendo exibidos no formato par-a-par. Ja a Figura [5.25| apresenta um exemplo de

lacuna (gap) gerada por uma consulta através do VNBIast no formato par-a-par.

Ao final da consulta, é exibido um bloco contendo informacdes estatisticas e
de resumo dos resultados obtidos em uma determinada consulta. Estas informacdes podem ser
(teis para uma analise geral dos resultados obtidos. A Figura [5.26| apresenta o ultimo bloco
de informagdes gerado por uma consulta através do VNBlast, quando exibida no formato

par-a-par.

Segundo as dltimas figuras apresentadas, é possivel perceber que vérios itens
exibidos na janela Results do VNBlast possuem hyperlinks. Estes hyperlinks apontam para

outras paginas dentro do dominio do NCBI, que possuem informagdes complementares ao item
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MATCH

Query: 1 ttccgtaggtgaacctgcggaaggatcattaccacgcogtggggggctyggagootctgal 60 -

R R R RN R R R RN R N R R RN RN RN R RA RN RRER R
Sbijct: 1 ttcogtaggtgaacctgoggaaggatcattaccacgocgtggggggctgggagoctoctgal 60 Ml

MISMATCH

Query: 61 ccgggaghnnnnnonnnnnnnnfacccggoccacccttgtctaccggacctgttgectecgge 120

e et rerrrerennl
Sbjct: &1 ccgggasfpcoccocococgoccocctocfacococggocacccttgtctaccggacctgitgeoctegge 120

Query: 121 gggcctgcagocgatgoctgoccgggggagcttoctocctoccocgggccocgigicogocogyggac 180

PERErreree e Peenre e e e e e e e b e e e e e e e rreernnnl
Skjet: 121 gggectgeagoggtgctgoccggggiagocttetectoccegggecegigtcegecggggac 180

Query: 181 accgocaagaacegtocggtgaacgattggogtoctgageatgagagecgataataateccagte 240
R R R RN R R R RN R N R R RN RN RN R RA RN RRER R
Skject: 121 accgoaagaacogtoggtgaacgattggogtotgageatgagagegataataatccagte 240

Query: 241 aaaactttcaacaacggatctottggttocgacatogatgaagaacgocagogaaatgoga 300
Prerrrerererrrerneereerrrrrnrer e e e rerrrrnnnnnl i

Figura 5.24: Exemplos de acertos (match) e erros (mismatch) gerados por uma consulta
através do VNBIast no formato par-a-par.

Query: 421 gtgttgggococgtogtoccccoctogacoggogggacgtgocogaaatgocagtggoggtgte 480
RERRE AR RN R R R A RN R RN RN R AR RRER R 3
Sbjct: 420 gtgttgggcogtogtoccccoctogacoggoggyacgtgocogaaatgocagtggoggtgte 479

Query: 481 gagttccggtgoccocgagogtatggggctiitgccaccogociciggaggoccocggococgyoctes 540
RERRE AR RN R R R A RN R RN RN R AR RRER R
Skject: 480 gagttococggtgcocccgagogtatggggctitgoccaccoegetectggaggocceggyococggetes 539

Query: 541 ggcocccaccatgtcaaccccodE—— ctcacaccaggttgacotogyatcaggtagygga 595

FTRETERErr ey NN RN RN RN R AR RN
Sbjct: 540 ggcocccaccatctcaacccoccocdoccttfctocacaccaggttgacctoggatcaggtaggga 599

Query: 596 tacccgcoctgaactt 609

RERRERRRRREND
Sbkjct: 600 tacccgctgaactt 613

[+

Figura 5.25: Exemplo de lacuna (gap) gerada por uma consulta através do VNBlast quando
exibida no formato par-a-par.



92

Database: Rl1l GenBank+EMBL+DDBJ+FDE =segquences (but no EST, S5TS,

G55, environmental =samples or phase 0, 1 or 2 HIGS sequences)
Posted date: Oet 30, 2011 4:44 PM

Number of letters in database: -808,9308,017

Number of sequences in database: 14,810,672
Lambda K H
1.37 0.711 0.000
Gapped
Lambda K H
1.37 0.711 4.94=-324

Matrix: blastn matrix:1 -3

Gap Penalties: Existence: 5, Extension: 2
Number of Sequences: 14810672

Number of Hits to DB: 8067433

HNumber of extensions: 51823

Number of successful extensions: 51823
Number of sequences better than 10: 14457
Number of HSP's better than 10 without gapping: 0
Number of HS5P's gapped: 50543

Number of HS5P's successfully gapped: 20845
Length of query: 608

Length of database: 37845796643

Length adjustment: 23

Effective length of query: 586

Effective length of database: 37505151187
Effective search space: 21878018535582
Effective search space used: 21878018555582
L: 0

¥1: 11 (21.8 bits)

¥Z: 15 (29.7 bits)

X3: 50 .1 bits)
51: 13 (26.3 bits)
52: 21 (42.1 bits)

Figura 5.26: Ultimo bloco de informacdes gerado por uma consulta através do VNBIlast no
formato par-a-par.
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relacionado, exibido no VNBIast.

O VNBlast por sua vez, possibilita que paginas HTML da internet sejam
exibidas internamente através da janela Results. Desta forma, n3o é necessaria a cépia do
endereco a que o hyperlink aponta, para a posterior execucdao do mesmo em um navegador de
internet, uma vez que é possivel a exibicao da pdgina na prépria janela Results do VNBlast,

bastando para isso um simples clique do mouse sobre o hyperlink desejado.

O fato de que o VNBIlast permite a exibicdo de paginas HTML auxilia os
pesquisadores na obtencdo de informagdes externas ao BLAST, como por exemplo a localizagdo
de sequéncias originais em formato FASTA de organismos encontrados como similares em uma
consulta no VNBIlast. Além disso, o site da NCBI possue uma grande biblioteca de artigos

cientificos que podem ser acessados através de hyperlinks no VNBlast.

Além do modo de exibicao embutida no VNBIlast, os mesmos resultados
podem ser exibidos em uma nova guia do navegador utilizado pelo usuario, permitindo uma
melhor vizualizacao dos resultados e a mesma possibilidade de navegacao através dos hyperlinks
gerados pela consulta. A Figura [5.27] apresenta o exemplo de uma pédgina da NCBI apontada
por um hyperlink da consulta gerada pelo VNBIlast, sendo exibida dentro do préprio VNBIlast

e contendo informagdes especificas sobre um determinado organismo apresentado na consulta.
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Alignment View:

vJ l Pairwise

Load Cancal i l Blastn vJ l Nucleotide Sequence database
—
L: 3

Multiple Hit: HTM Gapped: RP5Elast: MegaBlast: UDropoff:

5
LCase

Believe:

FDropoff:

Penalty:

lHnItiple leTrne leFalse leFalse leTrne leFalse leFalse vJ o

Mask Filter: P. Scoring: Cutoff: Open Gap: Ext. Gap: GDropoff: Mismatch:

0

l Dust vJ l BLOSUMA45 vJ 10 ] 0 0 3

Show GI: Gen. Cod.: DB Gen.: Wd. Size: Length: Best Hits: E. Length: Strands: Subset:

500

Win. Size: Threshold:

False =~ 1 1 o o o o 3

o o

Search Completed

':-j NCBl Resources [v) How To [v)

*Default values are in gray

Nucleotide Nucleotide

Limits  Advanced

Display Settings: [~ GenBank Send to:
Ajellomyces capsulatus var. farciminosus 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

GenBank: AF322387 1
FASTA  Graphics PopSet

Help

Change region showi

Customize view

Analyze this sequence
Run BLAST
Pick Primers

Find in this Sequence

[al N 20 (o]

< 1

|| Show results in a new tab

s || cem || o vemn || g pomess

Figura 5.27: Exemplo de uma pagina da NCBI apontada por um hyperlink na consulta gerada

pelo VNBIlast sendo exibida dentro do préprio VNBlast.
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6 Conclusao e Trabalhos Futuros

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um mecanismo que
pudesse compensar as limitacdes existentes na atual pagina do NCBI-BLAST, relacionadas ao
nimero de parametros de busca e alinhamento disponiveis e a impossibilidade de buscas em
lote. Quando em comparacdo com outras ferramentas descritas neste trabalho, o principal
objetivo era o de possibilitar variadas op¢des de pré-processamento e possibilitar ao usuario a

obtencdo de informagdes sempre atualizadas do GenBank.

Além destes objetivos terem sido alcancados no desenvolvimento deste traba-
lho, o VNBIast se mostrou uma interface amigavel com o usudrio, possibilitando que as etapas
necessdrias para a execucdo de uma busca fossem efetuadas de forma intuitiva e acessivel,

minimizando o tempo necessario para a obtencao dos resultados finais pelo pesquisador.

O VNBlast possibilitou a obtencao de informagdes externas ao tradicional
método de alinhamento de forma simplificada através da navegacao entre paginas HTML,
através do uso de hyperlinks dentro do préprio formuldrio do VNBIlast, ampliando suas possi-

bilidades de utilizacao.

Em adicdo as caracteristicas mencionadas que foram alcancadas com o de-
senvolvimento deste programa, o VNBIlast possibilitou ao usudrio o salvamento definitivo dos
resultados na forma de um arquivo HTML ou texto. Caso o arquivo tenha sido salvo no for-
mato HTML, entdo serd possivel o acesso as informag¢des externas ao préprio arquivo através
dos hyperlinks que ficardo salvos neste arquivo, bastando para isso que exista apenas uma

conexao de internet disponivel.

6.1 Contribuicoes

Como contribuigcdo destre trabalho é possivel destacar o surgimento desta
nova ferramenta, VNBIast, que facilitard o processo de buscas e alinhamentos de uma forma

visual e intuitiva para pesquisadores e estudantes. O VNBIast ndo necessita de prévia instalacdo
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local para sua execucdo, sendo necessdrio apenas um navegador de internet e o plug-in do Flash
préviamente instalado. Os dados gerados pelo VNBIlast estdo sempre atualizados e existe a

possibilidade de execucao de buscas em lote.

No desenvolvimento deste projeto foram utilizadas tecnologias modernas e
como contribuicdo para a comunidade cientifica, serd disponibilizado o cddigo fonte deste
projeto para download, de forma que outras ferramentas ou variagdes do VNBIlast possam

surgir.

6.1.1 Publicacoes

As seguintes publicagdes estao associadas a este trabalho:

e VNBlast: A Netblast Management System,
Marcio Rodrigo Santos, Wesley Attrot and Emerson José Venancio,
IADIS - International Association for Development of the Information Society.
ISBN: 978-989-8533-06-7.
Péginas (461 - 464).
07 de Novembro de 2011.

Rio de Janeiro, Brazil.

e Acesso, Busca e Alinhamento de Sequéncias Genéticas ao Banco de Dados GenBank,
Marcio Rodrigo Santos, Wesley Attrot, Alan Salvany Felinto e Jacques Duilio Brancher,
CICPG - Congresso de Iniciagdo Cientifica e Pés-Graduagado - Sul Brasil.

Setembro de 2010.

Floriandpolis, Brazil.

6.2 Trabalhos Futuros

Em adicdo aos recursos atualmente disponiveis no VNBIlast, novas funcionali-
dades estdo sendo adicionadas, como a inclusdo de um banco de dados para o armazenamento
e manipulacdo dos resultados gerados e a inclusdo de um novo mecanismo de alinhamento

global de sequéncias genéticas. Outra funcionalidade, atualmente em desenvolvimento, é a
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extracdo das sequéncias resultantes das consultas, para a conversdo destas ao formato FASTA,

permitindo a retroalimentacdo dos dados em novas consultas.
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ABSTRACT

GenBank is a public database of nucleotide sequences built by the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) that provide mechanisms for accessing and processing stored information. A way to access information on
GenBank is BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a program to search for local similarity between sequences.
GenBank information can be accessed through NCBI website or locally. NCBI BLAST website is an easy way to find
sequences, but imposes some limitations in the parameterization of the query, and batch searches in large-scale are not
available. In order to fill this gap, this paper will introduce the VNBlIast tool. VNBIast is a user-friendly web application
based on NCBI NetBlast, which offers a substantial number of parameters for search and alignment of sequences directly
on GenBank, avoiding the need of manual download of datasets and always presenting as result updated information.

KEYWORDS
VNBIast; BLAST; GUI; Bioinformatics

1. INTRODUCTION

Biomolecular research is very important to better understanding of life and diseases (Soh, 2007). To
improve biomolecular researches, a great effort has been done to describe genome from organisms, like
human genome project (Ridley, 2000; Ng, 2010). The genome sequencing project and other sequencing
strategies have generated a large number of nucleotide sequences. The best way to make this kind of
information available for researchers all over the world is through public databases.

GenBank is a public database of nucleotide sequences of more than 380,000 organisms that was built by
the National Center for Biotechnology Information (NCBI) from the submission of nucleotide sequences
obtained by researchers (Benson, 2011).

But as important as the storage of information in databases is the process of finding specific information
on the large amount of information stored. Large databases such as GenBank (Benson, 2011) provide
mechanisms for accessing and processing stored data. GenBank information can be accessed through NCBI
website or locally.

There are two main ways to access information on GenBank: ENTREZ (Schuler, 1996) and BLAST
(Altschul, 1997). ENTREZ is an access system that supports search for text identifiers and annotations of
sequences, and allows the obtaining of information in different formats. The BLAST - Basic Local
Alignment Search Tool is a program to search for local similarity between sequences and it has been widely
used to make inferences about the function of a given sequence and its possible phylogenetic relationships.
Another important application of BLAST is the identification of conserved regions in sequences, with the
objective of designing specific probes for reactions of molecular detection (Marshall OJ., 2004; Weckx et al,
2005; Schretter, 2006, Bally et al, 2010).

102



However, due to the exponential growth in the number of sequences available in GenBank, the search for
information often demands a prohibitive time. In addition, the web interface of the BLAST program,
available on the NCBI website, imposes some limitations in the parameterization of the query, and batch
searches in large-scale are not available.

On the other hand, NCBI provides some tools available in text mode, with high processing capacity like
the BLAST programs family (Blastn, Blastp, Blastx, Tblastn, Tblastx, Mega BLAST and Psi BLAST). Most
of these tools were developed to perform searches and alignments of sequences against the GenBank. Despite
its capacity and performance, sometimes, the command line can become extensive depending on the number
of parameters necessary for its execution, increasing the chance of typos and the consequent failure on the
process.

In order to increase the user interactivity and friendliness in the aligning process, this paper will introduce
VNBIast, a graphical web version of NetBlast command line. For this purpose, this work will be segmented
as follows: Section 2 will present some related work, Section 3 presents the VNBIast tool, Section 4 presents
experimental results of the work, Section 5 presents the conclusion and future work and finally, section 6
presents the references.

2. RELATED WORK

Alkahest NuclearBLAST (Diener et al., 2005) is a web GUI for management and analysis system that
was developed and packed as server application. This software provides one MySQL database to store
queries. Through the database information from BLAST queries, using blastall tool is possible to make
analysis and mining of results. This tool can also provide Gene Ontology terms to sequences and options to
export information in spreadsheet format. The source of information used on NuclearBlast is the BLAST
datasets, manually downloaded from BLAST site (NCBI). These downloaded datasets will feed the local
database for searches. The use of a local database can present good performance, but it can also result in
outdated information, if the database is not constantly updated.

Another example is the couple of tools NOBLAST and JAMBLAST (Lagnel, 2009). NOBLAST is an
open source program that provides a tabular output format for various NCBI BLAST programs without any
use of a parser, and provides E-value correction in case of use of segmented BLAST database. JAMBLAST
using the NOBLAST output is a GUI that allows the user to manage, view and filter the BLAST hits using a
number of selection criteria. JAMBLAST is written in JAVA, but is not a server application. It requires the
installation of MySQL database and JAVA jre locally to work properly.

BlastQuest (Farmerie, 2005) relies on database technology and provides web-enabled query, analysis, and
visualization facilities for genomics data. The interface with the Gene Ontology and the KEGG pathway
databases foster the biological workflow. Following the same pattern of NuclearBlast, BlastQuest uses a local
datasets, manually downloaded from Genbank.

In the same manner, it’s possible to make reference to other projects like XS BLAST (Moon, 2011), Web
BLAST (Ferlanti, 1999), OCGC (Cuticchia, 1999) and PEDANT (Frishman, 2001). The main focus of those
projects is the post-processing, taking as input BLAST results. But in general ways, there are only few
parameters for searching and alignment, and the great part of processing is done after the return of the results
from BLAST.

3. VNBLAST

BLAST command line tools offer many other features of searching and alignment not used by these
similar referenced tools that can make the search process more accurate or show the results in different ways.
The pre-processing itself can offer great final results. Another version of BLAST is NetBlast or BLAST
client, also included on recent BLAST+ version as "-remote” option. These versions of BLAST have the
advantage of taking the information from GenBank through webservices, avoiding the need of manual
download of datasets from NCBI. One important advantage of using these tools is that the retrieved
information is always updated. In order to fill this gap, this paper introduces VNBIast as one interesting
alternative to the NCBI BLAST website for searches and alignments of genetic sequences.
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VNBIast (Visual NetBlast) is a web application that was developed in order to address the limitations
existing in the current search and alignment engine available on NCBI for web access. This process occurred
through the creation of a web GUI which allowed the use of the resources currently available only in local text
mode application, but offering a new multi-platform user-friendly web interface.

The choice of programming tools was one important step in this project. The chosen language should be
able to handle both web environments, and manage applications such as Netblast. For this purpose, Java was
chosen to be the main language and JBoss (JBoss, 2011) for server application, once VVNBlast was developed
in layers. The chosen tool for development of GUI was Adobe Flex (Adobe Flex, 2011). Flex is a language for
development of web GUI, Java compatible which have good resources for the design of friendly interfaces
under RIA — Rich Internet Applications concept. Resources like forms, combo boxes, tooltips and grids are
available on this tool. These chosen tools are free for use on web.

One of the objectives of VNBIast project was the reuse of one stable application in its binary form,
reducing significantly the time of development. But for this, one important point to be checked is the capacity
of management of external applications by the chosen programming language. The control of the exact
moment of the initialization and completion of the console application is of fundamental importance in this
case, once is the operational system who handles the status of processes. Java has java.lang.Runtime class,
which exchange information with OS, allowing the view of process status.

In VNBlast, the process of searching and alignment of genetic sequences became simpler and easier for
the user. The GUI has combo boxes for pre-defined parameters that avoid typos. The selection of the criteria
file is also easier through the dialog box. All the fields on form have a tooltip presenting its description and
an example of use. Unlike Netblast that saves the results to a file, VNBlast automatically display the results
in a form field, allowing the subsequent download of the resulting file. Figure 1 shows the grayscale version
of search window displaying the results of an alignment.

Figure 1. VNBIast Search Form in grey scale Figure 2. Outstanding non-default options

Cutoff: Open Gap: Ext.Gap: GDropoff: Mismatch:

10 o ) o 3
cPu's: W, St Length Sest fit £. Length
To make the search mere stringent, one can use: 0,001, L
1 Accepted formats are integer, fraction, dacimal,
expanentizl and scientific notation, Ta set the cutoff to
i 2x10-20, use 2e-20

Figure 3. Informative Tooltips

Cutoff: Ope

Ext. Gap:

10 0

In the results box, some items are displayed as hyperlinks. A mouse click on one of these items will lead
to an information page showing additional information about this specific item.

NetBlast parameters are now implemented in a visual way, offering graphical resources as highlighting
options such as bold fields for values defined different than BLAST default, as presented in Figure 2.Another
useful graphic resource available in VNBIast is the tooltips on system fields activated on "mouse-over" event.
On labels, it presents the meaning of parameter and on fields it displays the accepted format and samples of
use. Figure 3 shows a tooltip of the Cutoff parameter field.

The selection process of the query sequences file is made now in graphical manner through dialog box.
Fields with limited and pre-defined values were displayed in combo-boxes, avoiding typos and making the
parameter definition much easier. Successive consultations with minor changes can be easily done without
the necessarily download of resultant file, once the results are displayed on the form. In this way, the final
result can be reached in less time. Some values of parameters imply in the settings of another parameter, and
VNBIast is automatically able to manage these situations.

Using the NetBlast view options, VNBIlast provides 11 options to view the results of alignments like
Pairwise and variations, XML Blast Output, Tabular with and without comments, Query Anchored showing
identities or not, Flat Query Anchored and so on. After the desired results been displayed on the Results field,
it is possible to save the results in a file through download button option.
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4. CONCLUSION AND FUTURE WORK

VNBIast offered an advantage over the NCBI BLAST search and align website, mainly due to the number
of parameters available for search, filter and align the sequences against the GenBank database.

Another improvement is the capacity of perform batch searches, that are unavailable on the NCBI
BLAST site. The only system requirement for accessing VNBIast is a web browser with Adobe Flash plug-in
installed. When comparing to a command line applications, VNBIast offers not only a GUI, but a web
environment system, able to deal with multiple simultaneous searches, creating a new virtual session for each
call. When compared to related works, VNBIlast have its focus on the pre-processing, presenting a bigger
number of pre-processing options, making the searches directly in GenBank and taking always updated
information. VNBIast still does not have post-processing options and its improvement is over similar NCBI
BLAST searches, providing better options of filtering and alignment and availability of batch searches.
VNBlast is available for access under the web address: http://vnblast.dc.uel.br:8080/genbank.

As future work, we will create (in progress) a mechanism for handling strings that will process the results
of queries generated by VNBlast, concatenating the genetic sequences fragmented and subsequently
converting them into one Netblast compatible input format. Once the conversion is complete, it will be
possible to feed back the resulting sequence in a new query. Another improvement will be the inclusion of
statistics graphics and reports giving the researcher a better view of the results.
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ACESSO, BUSCA E ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS GENETICAS
AO BANCO DE DADOS GENBANK

E:'Ab‘( : Marcio Rodrigo Santos, Wesley Attrot, Alan Salvanny Felinto, Jacques Duilio Brancher
\g( ? Departamento de Computacéo - Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina (UEL)
Palavras-chave: Genbank, Alinhamento genético, Netblast.
INTRODUGCAO RESULTADOS E DISCUSSAO

A bioinformatica tem desempenhado um importante papel no auxilio @ medicina
no que tange a preservagéo da vida, através da descoberta de novas vacinas e do
tratamento de doengas de origem genética e ndo genética, através de técnicas
biomoleculares.

Quando uma nova doenga surge, efetuar o mapeamento genético do organismo
originador é fundamental para a criagdo do medicamento. Desta forma, reduzir o
intervalo de tempo entre a descoberta da doencga e o desenvolvimento do agente
de combate correto também é muito importante. Tanto neste quanto em outros
casos, uma das principais formas de detecgdo e comparagdo entre organismos
vivos é através do seqilienciamento e alinhamento genéticos.

Fig. 1— Exemplo de alinhamento entre duas seqiiéncias

@

T G
G-
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- - GTA-CCCAG - -

Fig. 2 — Alinhamento Global x Alinhamento Local

Obter as seqiiéncias genéticas envolvidas é outro passo importante no processo
de pesquisa. Com este objetivo existem alguns grandes bancos de dados de
informagdes genéticas. O Genbank é um dos maiores bancos de dados de
informagdes genéticas do mundo. Seus dados estao disponiveis ao publico em
geral para acesso, incluséo e consulta.

Dentre as formas disponiveis para acesso a estas informagdes, estdo o método
web, download de arquivos de dados e web-services. A versdo web oferece a
facilidade do acesso através de web-browsers, porém possui algumas restricdes

de funcionamento.
NCBI
Wm“ GenBank

OBJETIVOS

O presente projeto tem como objetivo oferecer uma ferramenta que reuna
algumas das melhores caracteristicas dos diversos métodos de acesso,
facilitando o acesso e consulta ao Genbank

METODOLOGIA

Decorrente desta necessidade foi criada uma ferramenta chamada G.A.S. —
Genetic Alignment Search. Trata-se de uma ferramenta web acessivel através de
navegadores de internet. Esta ferramenta agrega algumas das melhores
caracteristicas dos métodos de acesso a informagdes do Genbank atualmente
disponiveis. Dentre elas destacamos o razoavel nimero de parametros de
consulta e filtragem disponiveis e aforma de acesso através da web.

E POS-GRADUAGAO - SUL BRASIL

No projeto G.AS. foram utilizadas ferramentas com tecnologia Rich Internet
Application (R.I.A.), que permitem a inclusdo de recursos desktop, como tooltips
descritivos nos campos.

[ Genbank [ Web Service I web | E
i - al S « £
F: @WK Q

Fig. 3 — Fluxo de informagées no projeto G.A.S.
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Fig. 4 — Um panorama geral da ferramenta

bt GOropoff: Mamatch: Rewards  Desc:  Shows  Thresholds

Fig. 5 — O resultado de uma consulta efetuada.

CONCLUSOES

Através do projeto G.A.S., foi possivel unir a praticidade que a web oferece com
o poder que os mecanismos de consulta através de WebService disponibilizam,
apresentando um bom desempenho no tempo de resposta das consultas
efetuada.
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APENDICE C - Formato FASTA

Em bioinformatica, o formato FASTA (PEARSON; LIPMAN| 1988) é um pa-
drao baseado em texto para representar tanto sequéncias de nucleotideos quanto de peptideos,
no qual os nucleotideos ou aminodcidos sao representados através de cédigos de uma unica
letra. Este formato se originou do software FASTA (PEARSON; LIPMAN| 1988) e se tornou
um padrdo de formatacdo na area de bioinformatica. Uma sequéncia em formato FASTA é
iniciada por uma descricdo de uma unica linha, sucedida por linhas que contém a descricao
das bases nitrogenadas em sequéncia. A linha de descri¢do (defline) é separada dos dados da
sequéncia por um simbolo de maior que (>) no inicio. E recomendavel que todas as linhas
do texto sejam menores do que 80 caracteres. A Figura|[Capresenta um exemplo de sequéncia

em formato FASTA do fungo Ajellomyces capsulatus var. farciminosus 18S.

Linhas em branco n3o sdo permitidas no meio de uma entrada de sequéncia
no formato FASTA. As sequéncias devem ser representadas no padrdo IUB/IUPAC para ami-
nodcidos e acidos nucléicos, com as seguintes excecdes: letras mindsculas sdo aceitas e sao
mapeadas como letras maitsculas; um dnico hifen ou traco pode ser usado para representar
um espaco de comprimento indeterminado, e em sequéncias de aminoacidos, U e * s3o letras

aceitaveis.

>gi| 12584196 |gb|AF322387.1| Ajellomyces capsulatus var. farciminosus 18S
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCACGCCGTGGGGGGCTGGGAGCCTCTGACCGGGAACCCCC
CCACCCCCCTACCCGGCCACCCTTGTCTACCGGACCTGTTGCCTCGGCGGGCCTGCAGCGATGCTGCCGGGG
GAGCTTCTCCTCCCCGGGCCCGTGTCCGCCGGGGACACCGCAAGAACCGTCGGTGAACGATTGGCGTCTGAG
CATGAGAGCGATAATAATCCAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGACATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCAACCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGTTGGGCCGT
CGTCCCCCCTCGACCGGCGGGACGTGCCCGAAATGCAGTGGCGGTGTCGAGTTCCGGTGCCCGAGCGTATGG
GGCTTTGCCACCCGCTCTGGAGGCCCGGCCGGCTCCGGCCCACCATGTCAACCCCCCTCTCACACCAGGTTG
ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT

Figura C.1: Exemplo de sequéncia FASTA do fungo Ajellomyces capsulatus var. farciminosus
18S
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