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RESUMO

A soja é uma das principais commodities da economia internacional, sendo sua
producdo mundial de cerca de 220 milhdes de toneladas por safra. Além de ser um
alimento rico em proteinas e usado para a fabricacdo de 6leo vegetal, a planta vem
ganhando visibilidade devido a possibilidade de ser usada na fabricacdo de
biocombustiveis, principalmente o biodiesel. Para o Brasil, a soja tem grande
importancia na balanca comercial, sendo o pais o0 segundo maior produtor do mundo.
Neste contexto, no ano de 2007, o governo brasileiro estabeleceu um consoércio de
pesquisas em soja - denominado GENOSOJA - com o objetivo de identificar
caracteristicas genéticas que possam facilitar o processo produtivo da planta, com foco
nos diversos estresses que acometem a producado nacional, como a ocorréncia de
secas, 0 ataque de pragas e a doenca da ferrugem asiatica, causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi. Este trabalho estd inserido no escopo do GENOSOJA,
propondo a construcdo de bancos de dados contendo informagdes disponiveis nos
diversos bancos publicos (sequéncias genbmicas, ESTs e cDNA full-lenght),
integrando-as com as informacdes geradas no decorrer do projeto (tags de
SuperSAGE, bibliotecas subtrativas de cDNA e microRNAs). Além disso, foram
construidas diversas interfaces web que oferecem aos usuéarios diversas
funcionalidades, incluindo: comparacdes estatisticas, consultas por palavras-chave,
dados sobre anotacédo e expressao dos genes nas diversas condi¢cdes e experimentos
estudados. Dessa forma, o ferramental de bioinformatica aqui apresentado pode
facilitar a compreensao de como as diferencas de expressao génica da planta podem

afetar caracteristicas de importancia agronémica.
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ABSTRACT

Soybean is one of the main commodities in the international economy, with a world
production of about 220 millions of tons per harvest. Besides being a protein rich food
and used for vegetable oil production, the plant has been gaining visibility due to the
possibility of being to make biofuels, especially biodiesel. The soybean culture is of
great importance in the Brazilian economy, being the country the second largest
producer in the world. In this context, in 2007, the Brazilian government established a
research consortium in soybean — called GENOSOJA - aiming to identify genetic traits
that may facilitate the production process of the plant, focusing on the different stresses
that affect the national production, as the occurrence of drought, pests’ attacks and the
asian rust disease, caused by the Phakopsora pachyrhizi fungus. This work is inserted
in the GENOSOJA, proposing to build a set of databases containing information
available in several public databases (genomic sequences, ESTs and full-length cDNA),
integrating them with information generated during the project (SuperSAGE tags, cDNA
subtractive libraries and miRNAs). Additionally, several web interfaces were built. They
offer to users many features, including: statics comparisons, keyword searches, data
about annotation and gene expression in different experiments and conditions. Thus,
the bioinformatics tools presented here may facilitate the understanding of how the

differences in gene expression can affect plant traits with agronomic importance.
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INTRODUCAO

A soja é uma planta da familia das fabaceas (leguminosas) nativa do sudeste da
Asia. Trata-se de um grdo com elevado poder alimenticio, contendo quantidades
significativas de diversos aminoéacidos. O farelo da planta, por exemplo, é utilizado por
organizagdes humanitarias, em muitos casos, como unico alimento protéico fornecido a
populacbes atingidas pela fome. Além disso, o éleo de soja € um dos tipos de dOleo
mais consumidos no mundo, sendo utilizado para o preparo de alimentos e em ragdes
animais. A planta também ¢é eficaz na prevencao de doencgas, pois contém isoflavonas
que ajudam na prevencao de diversos tipos de cancer, como o de pulméo e o de mama

(Coward et al, 1993).

Por safra, sdo produzidas em todo o mundo, cerca de 250 milhdes de toneladas
de soja. O Brasil aparece como 2° maior produtor mundial, sendo responsavel por
cerca de um quarto da producao mundial. A Tabela 1 apresenta uma comparacao entre

a producéao dos lideres mundiais de soja nas ultimas safras.

Tabela 1: Principais produtores de soja - Produgéo dos lideres mundiais da soja em milhdes
de toneladas nas quatro Ultimas safras. Compilado a partir de Embrapa — Soja
(http://www.cnpso.embrapa.br)

2006/2007{2007/2008| 2008/2009]2009/2010

EUA 86,77 72,9 80,5 91
Brasil 58,4 60 57,1 68,7
Argentina 45,1 47 32,3 54

Mundo 236,08 220,9 210,6 259,89
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A producao brasileira esta concentrada principalmente na regido Centro-Oeste, na
area do cerrado, sendo o estado de Mato Grosso o0 maior produtor nacional. O modelo
de producéao é totalmente baseado no agroneg6cio para exportacdo e a area plantada

teve uma expansao de 25% nas ultimas décadas. (Brandao et al, 2005).

A soja tem vital importancia na balanca comercial brasileira, respondendo sozinha
por 10% do total de nossas exportacbes e cerca de 24% de nossas exportacoes
agropecuarias. Além de ser um produto forte para exportacéo, diversas oportunidades
tém surgido no mercado interno, como o0 uso da soja em biocombustiveis, mais
precisamente o biodiesel. Apesar de outras espécies — como a mamona, a canola, o
girassol e o dendé — serem mais produtivas para a obtencao do biodiesel (Santos et al,
2006), pesquisas realizadas pela Escola de Agricultura Luis de Queiroz (ESALQ), da
Universidade de Sao Paulo (USP), demonstram que a soja é o produto mais viavel para
utilizacdo imediata na fabricacdo do combustivel no Brasil atualmente, por se tratar da
Unica planta, dentre as possiveis, com estrutura de producgdo, distribuicdo e

esmagamento de graos ja estabelecidos.

O Projeto GENOSOJA

A estabilidade da cultura brasileira de soja, tanto do ponto de vista econémico
quanto ambiental, tem sido constantemente ameacada devido a acdes climaticas e
ataques de pragas e doencas que até pouco tempo ndo causavam danos tao severos a

cultura. Como exemplos, podemos citar: a ocorréncia de secas, a ocorréncia de
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pragas, como o ataque de diferentes espécies de nematodides e a doenca da ferrugem
asiatica (FAS) — causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi — que gera perdas
bilionarias para os produtores de soja de diversos paises. Com isso, cresce a
importancia de programas de melhoramento genético, visando a descoberta de novas
técnicas de plantio, irrigacao e prevencao de pragras, elevando assim a producéao e

diminuindo os custos com a mesma.

Por outro lado, nos ultimos anos, o crescente desenvolvimento das tecnologias de
sequenciamento tem facilitado diversas pesquisas na area genémica, permitindo maior
compreensao da funcionalidade dos genes de diversas espécies, incluindo plantas
como Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) e Oryza sativa
(arroz) (Sequencing Project International Rice Genome, 2005). Devido a imensa
quantidade de dados gerados durante tais estudos, o sucesso dos mesmos é
altamente dependente de uma analise apropriada de bioinformatica, visando
disponibilizar ferramentas e bancos de dados adequados para mineracdo das
informagcdes e, dessa forma, possibilitar a identificacdo de genes relacionados a
resposta a determinados estresses. Com esta identificagdo, € possivel, através de
técnicas de biologia molecular, isolar tais genes e transferi-los entre cultivares e
espécies, criando assim, novas variedades, mais resistentes as principais doencgas e

pragas.

Neste contexto, o governo brasileiro deu inicio, no ano de 2007, ao projeto
GENOSOJA. Trata-se de um consércio nacional de estudos em soja envolvendo

diversas das principais instituicoes de pesquisa do Brasil, propondo integrar
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informacdes do genoma da planta com informagdes sobre a expressao dos genes,
dando énfase a estresses que acometem a produgado nacional. Dentre os objetivos do
GENOSOJA esta a criacao de um banco de dados relacional, integrando os resultados
obtidos através das diversas estratégias previstas no projeto como SuperSAGE,
bibliotecas subtrativas e microRNAs. O projeto também prevé a integracado entre os
dados brasileiros com os dados gerados pelo Consércio Internacional de estudos

gendmicos em soja (ISGC), liderado pelos Estados Unidos.

Dentro do escopo do GENOSOJA, o Laboratério de Gendémica e Expresséo (LGE

— http://www.Ige.ibi.unicamp.br) do Instituito de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP) ficou responséavel pela andlise de bioinformatica dos dados do
projeto, incluindo submissdo, tratamento e anotacdo de sequéncias, bem como
armazenamento e gerenciamento do banco de dados. O presente trabalho, descreve
as metodologias empregadas nas analises, incluindo a quantificacdo de dados de
expressao de genes dentre as diversas condi¢cdes estudadas pelo projeto. Também
sao mostrados os diversos dados publicos de soja obtidos na literatura e um esquema
resumido do banco de dados. Além desta introducéo, ele esta dividido em 5 capitulos
sendo: (/) definicdo de alguns conceitos basicos de genética, (ii) descricdo dos diversos
dados publicos de soja utilizados no projeto, (i) descricdo dos dados gerados pelo
GENOSOJA e das metodologias empregadas na analise dos mesmos, (iv) integragéo

dos dados das diversas fontes e resumo do banco de dados e (V) concluséo.
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CAPITULO 1: CONCEITOS BASICOS

O objetivo deste capitulo é descrever alguns conceitos basicos de genética, que
serdo utilizados mais adiante. Outras definicdes, mais especificas de cada um dos tipos

de dados trabalhados serao apresentadas no decorrer do texto.

O caédigo genético

Os seres vivos possuem, no interior de suas células, uma molécula chamada
DNA, responsavel por armazenar todas as informagdes genéticas de um organismo,
bem como transmiti-las aos seus descendentes (Watson & Berry, 2003). Tal molécula é
composta por quatro diferentes nucleotideos que sado formados por uma pentose, um
grupo fosfato e uma base nitrogenada que é diferente para cada um dos quatro. O DNA
tem uma estrutura em formato de dupla-hélice (Watson & Crick, 1953). A dupla-hélice é
composta por duas fitas de nucleotideos de dire¢cdes opostas, conforme apresentado
na Figura 1. Entre as duas fitas ocorre um pareamento dos nucleotideos através da
formacao de pontes de hidrogénio entre as suas bases (adenina — A - com timina — T -

e guanina — G - com citosina - C).

E no DNA que se encontra o conjunto de genes de um organismo. Os genes
estao relacionados as caracteristicas de tal organismo, como o sexo, coloragao do olho
e da pele, mecanismo de defesa contra doengas, entre diversas outras. Apesar de
alguns cientistas definirem genes como qualquer regido do DNA que € transcrita

(participa da transcricdo — processo descrito nos préximos paragrafos) (Forsdyke,
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2009), a definicao mais aceita e que sera utilizada neste trabalho é que gene é toda

regiao do DNA codificada em proteina.

Figura 1: Estrutura de dupla hélice da molécula de DNA.

Transcricao e traducao

A partir da sequéncia de DNA relativa a um gene, ocorrem importantes processos
celulares, como a transcrigcdo e a traducéo. A transcricdo € a confeccdo de uma cépia
de RNA (chamada de transcrito) a partir da sequéncia de DNA do gene. Alguns
transcritos, por sua vez, serdo convertidos em proteinas através do processo de

traducao.

O inicio da transcricdo ocorre com a ligacdo da enzima RNA polimerase nas

proximidades da regido do gene no genoma (regiao identificada como promotor de um
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gene). No caso dos organismos eucariotos, como a soja, o transcrito inicial ainda é
processado através de um mecanismo conhecido como splicing, onde ocorre a
exclusdo dos introns e juncdo dos exons, conforme apresentado na Figura 2. O
transcrito final contém somente a regiao que pode ser codificada em proteina (todos os
exons, ou, CDS) e as UTRs (Untraslated regions — regides que estdo nos transcritos,
mas nao participam da sintese de proteinas). A transcricao pode dar origem a diversos
tipos de transcritos, como os RNAs transportadores (tRNA), os RNAs ribossomais
(rBRNA), os microRNAs (miRNA) e os RNAs mensageiros (MRNA). Estes ultimos séo os

Unicos que podem ser convertidos em proteinas.

- ——> RNA polimerase

CCTCTGATTCCAAGGACCTCATCCAAGTTCAGGCTAGCCC

Exons
/ N 3’ UTR RNA
B B B O
5’ UTR — 7

Introns

DNA

Splicing

RNA maduro
BN ninvon

Figura 2: Transcricdo em eucariotos — Incluindo o processo de splicing, onde ocorre a
remogao dos introns (regides em amarelo) e a jungcdo dos exons (regides em verde) dando

origem ao RNA maduro ou final.
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A traducdo consiste na sintese de proteinas a partir de moléculas de RNA
mensageiro. O processo ocorre com auxilio dos RNAs transportadores, responsaveis
pelo transporte dos aminoacidos do citoplasma até o ribossomo. A sequéncia de uma
proteina é baseada no codigo genético, onde € possivel obter a correspondéncia entre
0s aminoacidos e 0s possiveis trios de nucleotideos (cédons). A Figura 3 mostra o

cédigo genético padrao, utilizado pela maioria dos organismos.

Visualizando o cdédigo genético (Figura 3), observa-se que ele é degenerado, ou
seja, um aminodacido pode ser codificado por um ou mais cédons (Crick et al, 1961).
Com isso, mudancas de bases (polimorfismos) na sequéncia de DNA dos genes nao
necessariamente ocasionam mudangas na sequéncia de aminodcidos da proteina

codificada.

uuu ucu UAU uGu

e Tl e UAG } o7 Uac Jors
uuAal UCA UAA Y o UGA stop
UUG UCG UAG UGG trp
cuu oo | I CAU }his cGU

cuc |, cee | o CAC cae |
CuA ['&v cca [P cAA ] cGA [ 29
cuG CCG | caG J 9 CGG

AUU ACU AAL AGU

AUC bile ACC AAC }“" AGc J %%
AUA ACA [thr AAA }Irs AGAY
AUG met ACG | AAG AGG

GUU GCu GAU }asp GGU

cuc | cee | . GAC GGe |
GUA GCA EM} i GGA
GUG GCG | GAG J 9 GGG
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Figura 3: Cédigo genético padrao.




Estudos de expressao de genes

Considerando que os genes estao diretamente ligados a defesa de um organismo
contra uma determinada doenca, o estudo de expressédo de genes tem sido utilizado
como referéncia para a biotecnologia. Sabe-se que, sob a acao de determinadas
doencas, um conjunto especifico de genes do organismo estara super expresso e outro
conjunto reprimido. Entender como a expressdo de cada um desses genes contribui na
resposta final a doenga pode ser um caminho para o desenvolvimento de organismos
mais resistentes a ela (Shinozaki et al, 2003; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007;

Van de Mortel et al, 2007).

A maioria dos estudos de expressao de genes sdo baseados em experimentos de
transcriptoma (transcritos) como ESTs, SAGE, entre outros. Todos eles utilizam o que
€ chamado de DNA complementar (cDNA). As sequéncias de cDNA sao produzidas
através da acao da enzima transcriptase reversa, que, a partir de um transcrito, gera a
sequéncia de DNA relativa a ele. Com isso, a sequéncia de cDNA contém somente
dados relativos aos transcritos, incluindo as regides codantes (CDS) e as UTRs, sem

bases relativas aos introns.

Em outros casos, porém, ndo existem dados de transcritos do organismo
estudado. Nessa hipo6tese, é possivel utilizar métodos computacionais para a
identificacdo das regides do genoma que possivelmente codificam proteinas. Tal
metodologia é conhecida como predicdo de genes e tem sido utilizada em diversos
estudos de expressao génica (Libault et al, 2010; Severin et al, 2010). A funcédo dos

preditores de genes é, dada uma sequéncia de DNA qualquer, identificar onde
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comecam e terminam 0s genes, e, no caso dos eucariotos, as fronteiras exon-intron,

como demonstra a Figura 4.

Exon Exon DNA

— — — — — —— s ——

AAA|ATG||TTAACG| GTGCAAG [CCTATACG | TAA CCCT

e | o~

Start codon Stop codon
PREDITORDE GENES
TTAACGCCTATACG
GENE

Figura 4: Identificacdo da sequéncia de um possivel gene eucarioto através de um
preditor de genes — Além de reconhecer os codons de inicio (Start cddon) e de término (Stop
coédon) dos genes, um preditor de genes de eucariotos tem que identificar os introns de uma
sequéncia.

Os preditores de genes podem ser baseados em métodos ab-initio, isto é, utilizam
somente informacdo da propria sequéncia, como conteudo GC e cddon usage; ou
comparativos, isto é, utilizam informacdes de sequéncias de transcritos ou de proteinas
de espécies proéximas a de estudo. Outros preditores, geralmente mais utilizados, se
baseiam em informagdes de ambos os tipos, tanto da sequéncia genémica quanto da

comparacgao com outras sequéncias.
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CAPITULO 2: DADOS PUBLICOS DE SOJA

Para a construgdo do banco de dados do GENOSOJA, inicialmente foram
coletados diversos dados publicos de soja disponiveis na literatura. Este capitulo
descreve todos esses dados, os bancos de dados onde foram obtidos e a analise de

bioinforméatica envolvida em cada um deles.

Genoma da soja

A soja apresenta um genoma com tamanho aproximado de 1,1 Gb
(Arumuganathan & Earle, 1991) e razoavelmente complexo devido a diversos ciclos de
duplicagdes ocorridos nos ultimos 45 milhdes de anos, possuindo entre 40 e 60% de

sequéncias repetitivas (Goldberg, 1978; Shoemaker et al, 1996; Schmutz et al, 2010).

Em janeiro de 2010, o consércio internacional de pesquisas em soja liderado pelo
JGI concluiu 0 sequenciamento do genoma da planta. Os estudos foram baseados no
cultivar Williams 82, o mais plantado nos Estados Unidos. A montagem final foi
realizada com 13 milhdes de sequéncias, com cobertura de aproximadamente 7,2X do
genoma e teve como resultado um total de 950 Mb divididos em 20 cromossomos.
Além disso, um total de 66.153 genes foram preditos a partir das sequéncias
gendmicas, sendo 46.430 deles com alta confiabilidade (Schmutz et al, 2010). Os

dados estédo disponiveis através do link http://www.phytozome.net/soybean e foram os

primeiros a serem armazenados no servidor do projeto. As sequéncias gendmicas

foram utilizadas como referéncia para integracdo dos dados utilizando o programa
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Gbrowse, etapa esta que sera descrita mais adiante, no capitulo de integracdo de

dados.

Analise de ESTs

ESTs (expressed sequence tags) sao sequéncias curtas de mRNA que séo
selecionadas de forma aleatoria a partir de bibliotecas de cDNA. O sequenciamento de
ESTs em larga escala tem diversas aplicacbes, como a descoberta de novos genes
(Adams et al, 1991), identificacdo de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
(Useche et al, 2001) e facilitar a andlise de proteomas (Jongeneel, 2000). Através de
analises comparativas e estatisticas (Audic & Claviere, 1997) €& possivel obter
informagdes sobre o nivel de expressdo dos genes entre os diversos tecidos

estudados.

Para uma anadlise de expressdo de genes com ESTs é preciso, inicialmente,
separar as sequéncias por espécie ou biblioteca. Apds esta etapa é necessario “trimar”’
os fragmentos, ou seja, remover as sequéncias de baixa qualidade, de vetor,
ribossomais e cauda poly A/T. Ao final do processo, sdo descartadas sequéncias
curtas, geralmente menores que 100 pares de bases (bp). Toda esta etapa é realizada

pelo programa bdtrimmer (Baudet & Dias, 2005).

Ap6s a trimagem, o processo de montagem — ou clusterizagdo - reduz a
redundancia de dados e facilita a mineracdo dos mesmos. A montagem € realizada

através da busca de sobreposicao entre os ESTs, onde, as sequéncias formadas pela
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sobreposicao de varios fragmentos sdo chamadas de contigs. Os ESTs sem
sobreposicdo sdao chamados de singlets. Para esta etapa, podem ser utilizados
diversos programas descritos na literatura, como o T/GR (Sutton et al, 1995), o Newbler
(Margulies et al, 2005) e o CAP3 (Huang & Madan, 1999). Este ultimo foi considerado o
mais adequado para montagem de ESTs (Liang et al, 2000) e, dessa forma, sera

utilizado neste trabalho.

A etapa final da analise consiste na identificacdo de funcao biolégica (anotacao)
dos unigenes (contigs e singlets) da montagem. Para isto, sdo realizadas buscas por
similaridade usando informacdes de genes conhecidos armazenados em bancos de
dados publicos utilizando o programa BLAST (Altschul et al, 1997). O processo
consiste na busca de sequéncias similares, em nucleotideos ou aminoacidos, com

fungdes conhecidas e ja anotadas.

Um total de 1.276.813 ESTs de soja — 393.386 provenientes de sequenciamento
SANGER (cerca de 550 bp) e 882.427 provenientes de sequenciamento 454 (cerca de
250 bp) — de diversos cultivares e tecidos foram obtidos no banco de dados dbEST do
NCBI. Estas sequéncias foram separadas por cultivar e biblioteca e inseridas no banco
de dados local do GENOSOJA através de scripts em PERL. As Figuras 5 e 6 abaixo
apresentam, respectivamente, o porcentual de cada um dos cultivares e tecidos dentre
o conjunto total de sequéncias. A Tabela 2, por sua vez, apresenta as estatisticas do
processo de trimagem dos ESTs e o numero total de sequéncias que foram utilizadas

na montagem.
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B Williams e Williams 82
m Kefeng

m Harosoy e Harosoy 63
m Clark

mJack

= Raiden

M Bragg e Bragg NTS382

® Supernod

Qutros

m Corolla

Figura 5: Distribuicao (%) dos ESTs de soja entre os diversos cultivares — A maioria das
sequéncias é dos cultivares Williams e Williams 82, que sdo os mais plantados nos Estados
Unidos.

m Semente

W Raiz

m Folha

M Flor

W Cotiledon

m Desconhecido

= QOutros

m Hipocotilo

Plantulas

Figura 6: Distribuicao (%) dos ESTs de soja entre os diversos tecidos — O grafico mostra
que a maioria dos ESTs é de semente e ainda, que 10% das sequéncias nao tinham tecido
conhecido.
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Tabela 2: Estatistica do processo de trimagem — NUmero de sequéncias ribossomais, com
vetor, cauda poly A/T encontradas com o bdtrimer. Apdés este processo, cerca de 170.000
sequéncias foram descartadas, sendo que a montagem foi realizada, com cerca de 1.100.000

sequéncias.
Tipo Numero de ocorréncias
Total 1.276.813
Ribossomais 86.742
Vetor 83.716
Poly A/T 90.193
Curtas 88.085
Utilizadas 1.101.986

De acordo com Wang et al (2004) podem existir dois tipos de erro resultantes do
processo de montagem de ESTs. O erro do tipo um ocorre quando sequéncias relativas
ao mesmo gene nao sao agrupadas no mesmo contig. J4 o erro do tipo dois ocorre
quando ESTs pertencentes a dois genes diferentes sdo agrupados de maneira conjunta

em um sé contig.

Em busca da clusterizacdo que minimizava ambos os tipos de erro, foram
realizadas diversas montagens com diferenciacao entre os parametros do CAP3. Para
todas elas foi utilizado um servidor Dual Xeon 2,66 GHZ com 96 GB de memoéria RAM.
Os parametros ajustados foram o tamanho da regido de sobreposicdo entre duas
sequéncias (o) e o porcentual de similaridade entre a regido de sobreposigéo (p). Além

disso, foram utilizados dois tipos de montagem:

i) Ab-initio: Montagem tipica de ESTs, onde todos os fragmentos séo

clusterizados em conjunto.
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ii) Reference assembly: Foi utilizado o programa BLAST (e-value de
corte 1e-10) para a busca de similaridade em nucleotideos entre os ESTs e
as sequéncias do genoma da soja descrito previamente. A partir da saida do
BLAST foram realizadas mudltiplas montagens onde cada grupo de
fragmentos similares com a mesma regido do genoma eram clusterizadas

entre si (Figura 7).

e 1 T = = ST -
! | ! ! |
! R 2 | |
! ; Singlet _ | ! i
! | ! ! |
L._._l ______ = L-_I-_-J |_._l_.j

Montagem 1 Montagem 2 Montagem 3

Montagem 1: 1 contig e 1 singlet

Montagem 2: 1 contig — Final: 3 contigs e 2 singlets

Montagem 3- 1 contig

Figura 7: Reference assembly - Metodologia empregada nas montagens do tipo reference
assembly. Todos os ESTs que alinham com a mesma regido gendmica (e que tem
sobreposicdo entre os seus alinhamentos) sdo clusterizados em conjunto. Na figura sao
mostradas duas montagens relativas ao cromossomo 1 (montagem 1 e montagem 2) e mais
uma relativa a ESTs que ndo alinham em nenhum local do genoma (montagem 3). Os
fragmentos que alinham sozinhos em uma regido gendmica séo tratados como singlets. O

resultado final consiste da soma dos contigs e singlets de todas as montagens.
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A Tabela 3 apresenta os parametros de cada uma das montagens, definidas
como 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Ja as Figuras 8 a 10 mostram comparagfes entre as montagens,

como numero de contigs e singlets, nimero de ESTs por contig e nimero de bases por

contig.
Tabela 3: Parametros do CAP3 para as montagens realizadas.
Tam. da regido de comparacgéo (o) Porcentual de smilaridade (p) Tipo

1 40 80 Ab-initio
2 100 85 Ab-initio
3 100 90 Ab-initio
4 100 95 Ab-initio
5 40 80 Reference
6 100 90 Reference

90.000 -

20.000 -

70.000 -

60.000 -

50.000 -

m Contigs

40.000 - W Singlets

30.000 -

20.000 -

10.000 -

o} ; : . . : ‘
1 2 3 4 5 6

Figura 8: Numero de contigs e singlets de cada montagem — O grafico mostra que as
montagens do tipo reference assembly (5 e 6) geram uma quantidade menor de contigs e
singlets que as montagens ab-initio com os mesmos parametros (1 e 3).
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30,000 "

25,000
20,000
15,000 m ESTs/Contigs
10,000

5,000

0,000

Figura 9: Numero de ESTs por contig em cada montagem — Quanto mais restritivos sao os
parametros da montagem, menor o numero de ESTs agrupados em um contig. Apesar disso,
as montagens do tipo reference assembly (5 e 6) agrupam menos ESTs nos contigs que as

montagens ab-initio com os mesmos parametros (1 e 3).

840,000 -
820,000 -
800,000 -
780,000 -
760,000 -
740,000 A
720,000 - B Bases/Contig
700,000 -
680,000 -
660,000 -
640,000 -
620,000 T T T T T T

Figura 10: Numero de bases por contig em cada montagem — As montagens com
parametros mais restritivos geram contigs menores. As montagens do tipo reference assembly
Sa0 as que geram maiores contigs.
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Para avaliacdo da melhor montagem foram utilizadas, complementando as
comparagdes apresentadas acima, as sequéncias das regides codantes (genes
preditos) do genoma. Foi realizado um BLASTN com e-value de corte 1e-10 para
alinhar todos os ESTs utilizados na montagem com um Unico gene predito (foi
considerado somente o primeiro hit do BLAST). ApOs esse processo, um script em
PERL analisou cada contig das 6 montagens. O objetivo era encontrar qual delas gerou
menos contigs com ESTs que alinhavam com genes diferentes (erro do tipo 2), como
demonstra a Figura 11, onde o “Contig2” é formado por fragmentos que alinharam com
dois genes diferentes e por isso € considerado incorreto. Na anélise, foi permitido um
porcentual de erro de 10% para cada contig, isto é, supondo que um contig fosse
formado por 10 ESTs, era exigido que 9 deles tivessem similaridade com o mesmo

gene para ser considerado correto. A Figura 12 apresenta os resultados desta anélise.

Gene Model 1 Gene Model 2
EST1 ESTS

EST6

EST 7

EST 8

— Gene Model 1

———= Gene Model 2

Figura 11: Identificando erros nas montagens - Alinhamento de um conjunto de 8 ESTs com
2 genes preditos do genoma. No caso, o Contig1 foi considerado correto, pois diferentemente

do Contig2, é formado por ESTs que alinham somente com um Unico gene.
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Figura 12: Montagens x Genes preditos do genoma - Resultados das comparagdes entre 0s

contigs de cada uma das 6 montagens com os genes preditos do genoma. No caso das
montagens ab-initio, os parametros menos restritivos (1 e 2) geram mais contigs errados do

que corretos.

O grafico apresentado na Figura 12 mostra que as montagens que apresentaram
melhores resultados na comparacéo dos contigs com os genes preditos do genoma
foram as de numero 4, 5 e 6, onde cerca de 70% dos clusters foram considerados
corretos. Considerando as outras comparagdes (Figuras 8, 9 e 10) a montagem
considerada como correta foi a de numero 5, pois dentre as trés, € a que possui o
maior numero de ESTs e bases por contig, além de ter gerado um numero de unigenes
(60.747 — 30.809 contigs e 29.938 singlets) parecido com o numero de genes preditos

(66.153).
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Todas as sequéncias resultantes da montagem e os genes preditos do genoma
passaram por um processo de anotacdo automatica utilizando o programa AutoFACT
(Koski et al, 2005). A funcdo do AutoFACT é, de maneira automatizada, escolher a
melhor anotacdo para uma determinada sequéncia dentre diversos resultados de
alinhamentos contra bancos de dados através do BLAST. Foram utilizados, para esta
etapa, o NR - banco de proteinas do NCB/ contendo informacbes curadas e nao
curadas, uniref90 e uniref100 — banco que contém somente proteinas curadas com
dados de prote6mica (Suzek et al, 2007), pfam — banco de familias de proteinas
(Bateman et al, 2002) e kegg — banco de vias metabdlicas (Kanehisa & Goto, 2000). A
Figura 13 apresenta um exemplo da anotacdao do AutoFACT para um dos unigenes da

montagem de ESTs.

Source A . D inti
(Query—Clontig9912) cCession escription
AntoFACT Conhgf912 Flanase multi-domain protein

Chromosome undetertmined scaffold 171,
unirefS0 TmEef20 AT7OTOE | whole genome shotgun sequence n=1
Taxz—=Wihs winifera BEeplD=~570T06 VITVI
Chromosome undetermmined scaffold 171,
uniref100 TEefl00 ATOTOE whole genome shotgun seguence n=1
Taz=Wits wnitera BEeplD=~5A7QTO& VITWVI

nr CACEE3E21] unnamed protem product [Wiks winifera)
kegg osad326106 0101 14300, hypothehcal protein

smart

pfam FEOQO&ES plam0O0&9 ) Plunase, Protemn kinase dotnain

Figura 13: Anotacao utilizando o AutoFACT - Resultado de anotagéo utilizando o AutoFACT
para o Contig9912. Apesar de a anotacdo do NR (a base de dados mais utilizada para
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anotacao de sequéncias na literatura) retornar um resultado do tipo “unnamed”, o Autofact usou
a anotacao do banco de dados Pfam para definir o contig como um dominio protéico do tipo
kinase.

Os contigs da montagem foram utilizados para construcdo de uma interface web
(chamada de Eletronic Northern ou Northern digital) que disponibiliza ao usuario a
expressao génica diferencial entre as diversas bibliotecas de ESTs. A interface permite
buscas por determinados genes ou por bibliotecas especificas. Além disso, também é
possivel comparar a expressdo de uma biblioteca contra um conjunto de outras. Por
ultimo, o usuario pode filtrar os resultados de uma pesquisa através da insercao de

uma ou mais palavras-chave.

O porcentual de expressao génica para cada contig é calculado através da razao
normalizada do numero de ESTs no gene e do numero total de sequéncias utilizadas
na montagem para cada uma das bibliotecas. Tal processo visa eliminar discrepancias
nos dados devido a existéncia de mais sequéncias de uma ou outra biblioteca. A Figura

14 apresenta uma das telas de resultados da interface.

Eletronic Northern - Contigs analysis

Zinc finger (CIHC4-type B

. . . e
Contig9ang 1 44,976 1 =5 724 il 255547555 | gh | ACUZ4241.1 | unknown  protein-like (0s01g09262(0

Glycine max n=3 Tax=0ryza sa
ReplD=05323 OR

Figura 14: Expressao génica diferencial entre bibliotecas de ESTs - Resultados da

interface Eletronic Northern para o Contig9909. Através desta interface € possivel visualizar o
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numero de ESTs utilizados de cada biblioteca para formar o cluster (colunas 2 e 4), bem como
a expressao génica normalizada de cada biblioteca no contig (colunas 3 e 5). As duas ultimas
colunas séo relativas a anotacdo do gene, mostrando o “first hit” no banco de dados NR do
NCBI (coluna 6) e o resultado do AutoFACT (coluna 7).

cDNAs Full-Length

Apesar da maior facilidade e do menor custo envolvido no sequenciamento de
ESTs, estes ndo representam, na maioria dos casos, genes completos da espécie em
estudo. Desta forma, as bibliotecas de cDNAs full-length sdo recursos extremamente
Uteis para a correta anotacdo de sequéncias gendmicas e para a analise funcional de
seus genes e produtos (Seki et al, 2002; Amano et al, 2010). A maior vantagem desta
metodologia é que a grande maioria das sequéncias contém a totalidade dos mRNAs,
incluindo a regido codante (CDS) e as regides nao traduzidas (UTRs) (Umezawa et al,

2008).

Um total de 4.712 sequéncias de uma biblioteca de cDNA full-length do cultivar
Nourin n® 2 (desenvolvido a partir do cruzamento de diversos outros cultivares
japoneses) foram obtidas no “Soybean full-length cDNA database” (Umezava et al,

2008) através do link http://rsoy.psc.riken.jp/ € armazenadas no banco de dados local

do GENOSOJA.

Através da comparagao da biblioteca com os genes preditos do genoma e com o0s

unigenes da montagem de ESTs utilizando o programa BLASTN, foi verificado que 100
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sequéncias ndo possuiam hits em ambos os bancos de dados e, por isso, podem ser

considerados novos genes.

Resumo dos dados publicos de soja

Os dados descritos no decorrer deste capitulo representaram um recurso
importante para identificacdo dos genes relativos aos dados gerados pelo préprio
projeto GENOSQOJA, que serao descritos no proximo capitulo. A Tabela 4 apresenta um
resumo de todas as sequéncias de soja que foram obtidas nos diversos bancos de

dados publicos.

Tabela 4: Dados publicos de soja — Incluindo a montagem de ESTs, gerada a partir de dados
publicos.

Tipo de dado Numero de segs. Fonte
Genoma 20 cromossomos JGI
Genes preditos 66.153 genes JGI
ESTs 1.276.813 sequéncias NCBI

cDNA full length

4.712 sequéncias

Soybean full-length cDNA database

Al |—

Montagem de ESTs

60.747 unigenes

Dados gerados a partir dos ESTs (3)
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CAPITULO 3: DADOS GERADOS PELO GENOSOJA

Este capitulo descreve todos os dados que foram gerados pelo projeto
GENOSOJA, os métodos de andlise e a forma como foram inseridos no banco de
dados do projeto. Todos os dados sdo baseados na tecnologia de sequenciamento

Illumina/Solexa (http://www.illumina.com).

Tags de SuperSAGE

A técnica de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), descrita por Velculescu
et al (1995), é um experimento de quantificacdo da expressao dos genes baseado na
contagem de sequéncias (tags) obtidas de cada transcrito de uma populagdo de
células. Tal metodologia tem sido amplamente usada para analises de expressao de
genes de diversas espécies como Arabdopsis thaliana (Jung et al, 2003) e Oryza sativa

(Song et al, 2007), além de doencas como a leucemia (Lee et al, 2006).

Apesar do largo uso de ESTs para estudos de expressao génica, o SAGE é capaz
de representar com maior precisdo o nivel de expressdo de um transcrito na amostra
(Leyritz et al, 2008), além de ser 10 vezes mais eficiente para a detecg¢édo de transcritos
raros (Sun et al, 2004). O experimento consiste, basicamente, em utilizar uma enzima
de restricdo para cortar as regides proximas a cauda poly-A de RNAs mensageiros
isolados das células (Matsumura et al, 2005). Outra enzima cliva tal regido em 15 pares
de bases, sendo o fragmento resultante sequenciado e denominado tag, conforme

mostra a Figura 15. Ap6s o0 sequenciamento, as tags sdo agrupadas pela sua
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sequéncia de nucleotideos, gerando um conjunto chamado de tags Unicas. O numero

de repeticoes de cada tag Unica é a representacao do transcrito correspondente a ela

na amostra. Para identificacdo de tags diferencialmente expressas entre duas

bibliotecas, geralmente é usado o valor p (Audic & Claverie, 1997).

cDNA — Fita

simples

GTAC

GTAC

T i)

CATG

GTAC

J

Enzima de

restricdo

T

CATG

GTAC

=

Enzima de

restricdo

V

CAIG

TAG

Figura 15: Experimento de SAGE — Apds uma enzima de restricdo “cortar” os sitios CATG de

RNAs mensageiros das células, as sequéncias resultantes sdo filtradas pela presenca da

esfera magnética (regido em azul). Uma nova enzima corta 15 bases a partir do CATG da

sequéncia que contém a esfera magnética (préoxima a cauda poly-A).
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A Ultima etapa do processo consiste na identificacdo dos genes relativos as tags
Unicas através de comparacdes das mesmas com bancos de dados de organismos de
interesse, geralmente de ESTs. Apesar de o BLAST n&o retornar alinhamentos
satisfatérios quando sao utilizadas sequéncias curtas, existem diversos programas
préprios para esta funcdo, como o MAQ (Li et al, 2008), o Bowtie (Langmead et al,
2009) e o SOAP (Li et al, 2009a). Todos eles retornam resultados satisfatérios, porém
neste trabalho foi utilizado o SOAP devido a maior facilidade de trabalho com os seus

arquivos de saida.

Na ultima década foram criadas diversas otimizacdes do experimento de SAGE,
como o LongSAGE (Saha et al, 2002) e o SuperSAGE (Matsumura et al, 2003). Ambos
utilizam metodologia semelhante ao SAGE, porém conseguem gerar tags maiores, com

20 e 26 pares de bases respectivamente, facilitando assim a identificagdo de genes.

O projeto GENOSOJA gerou trés amostras de SuperSAGE com tratamentos de
interesse, sendo uma para analise de expressdo de genes em plantas sob acdo da
doenca da Ferrugem Asiatica - causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi - (cultivar
P1561356) e outras duas para plantas submetidas a estresse de seca (cultivares BR 16
— suscetivel — e Embrapa 48 — resistente). A Tabela 5 apresenta o numero total de tags

de cada biblioteca e o nimero de tags Unicas obtidas para cada amostra.

As tags Unicas de cada uma das amostras foram alinhadas com trés dos bancos
de dados descritos no capitulo 2: unigenes da montagem de ESTs (30.809 contigs e
29.938 singlets), genoma (20 cromossomos) e genes preditos a partir do genoma

(66.153 genes) utilizando o programa SOAP. O programa foi configurado para permitir
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até 2 mismatches nos alinhamentos (alinhamentos nado exatos podem se tratar de
SNPs, ja que as sequéncias sao de cultivares diferentes) e para retornar todos os
possiveis alinhamentos 6timos. Em casos que existiam mais de um alinhamento étimo,
foi dada preferéncia aos alinhamentos com os unigenes da montagem por estes
conterem as regides UTR (grande parte das tags de SuperSAGE estao nas regides 3’
UTR), seguido por alinhamentos com os genes preditos e, s6 em ultimo caso, foram
considerados resultados contra o genoma. As tags que nao alinharam com nenhum
destes bancos de dados podem ser provenientes de erros de sequenciamento, genes
desconhecidos ou, no caso da amostra sob acdo da doenca da ferrugem asiatica, ser

genes do fungo Phakopsora pachyrhizi.

Tabela 5: Amostras de SuperSAGE do projeto GENOSOJA — Numero de tags de cada
biblioteca e de tags Unicas das amostras.

Ferrugem Asiatica Seca - BR 16 Seca - Embrapa 48
Biblioteca sadia 813.205 1.092.374 653.352
Biblioteca infectada 885.439 509.465 419.218
Tags Unicas 104.725 89.205 74.833

Para a amostra submetida ao estresse de seca do cultivar BR 16 foram alinhadas
75.233 tags unicas (84,34%) contra os bancos de dados de soja. Destas, somente
40.330 (53,61%) foram alinhadas com bancos de dados de genes (unigenes da
montagem ou genes preditos). Para a amostra do cultivar Embrapa 48 foram obtidos

dados similares, com 33.322 (52,82% do total de tags alinhadas) correspondentes a
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bancos de dados de genes. Esses resultados podem indicar a existéncia de um grande
numero de genes ainda desconhecidos da planta. A Tabela 6 apresenta um resumo
dos alinhamentos para cada uma das amostras. Ja a Figura 16 apresenta a

porcentagem de tags que alinhou com cada um dos bancos de dados de soja.

Tabela 6: Alinhamentos das tags com bancos de dados de soja — A amostra de ferrugem é
que tem mais tags nao alinhadas (cerca de 20%), podendo indicar a existéncia de genes do
fungo Phakopsora pachyrhizi na amostra.

Ferrugem Seca BR 16 Seca Embrapa 48

Tags alinhadas 83.337 (79,58%) | 75.233 (84.34%) 63.083 (84,30%)
Tags alinhadas com genes 42.823 (51,38%) | 40.330 (53,61%) 33.322 (52,82%)
Tags alinhadas com 0 mismatches | 43.107 (51,73%) | 47.354 (62,94%) 39.227 (62,18%)
( ) ( ) ( )
( ) (

Tags alinhadas com 1 mismatch 27.373 (32,85% 20.962 (27,86% 18.082 (28,67%
Tags alinhadas com 2 mismatches | 12.857 (15,42% 6.917 (9,2%) 5.774 (9,15%)

m Unigenesda montagem ™ Genes preditos  ® Genoma

Figura 16: Bancos de dados onde as tags foram alinhadas (%) — O grafico mostra que
cerca de 50% das tags alinham somente com dados do genoma da soja. A porcentagem
apresentada foi obtida com base na média dos alinhamentos das trés amostras.
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Para a amostra de ferrugem asiatica, as 21.388 tags (20.42%) Unicas que nao
alinharam com soja foram alinhadas com dois bancos de dados do fungo Phakopsora
pachyrhizi: genoma (185 scaffolds) e 11.101 unigenes (5.950 contigs e singlets) de
uma montagem de 48.567 ESTs disponiveis no NCBI. Esta etapa nao gerou resultados
satisfatérios, podendo ser em decorréncia da pouca quantidade de dados disponiveis
da espécie. O genoma do fungo, por exemplo, tem tamanho estimado em 600 mb e

apenas 50 mb sequenciado.

Para se verificar o potencial e a especificidade da técnica de SuperSAGE foi
analisado, além do numero de tags alinhadas, o numero de alinhamentos para cada
uma das tags (Figura 17), o numero total de genes obtidos e o numero de tags

alinhando em cada um desses genes identificados (Tabela 7).

H 1 alinhamento | 2 alinhamentos = 3 alinhamentos B Mais que 3 alinhamentos

Figura 17: Numero de alinhamentos por tag — As porcentagens do grafico foram obtidas com
base na média das trés amostras. O grande nimero de tags com um Unico alinhamento

demonstra a especificidade do experimento.
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Tabela 7: Numero de genes identificados nas amostras - Em todas as amostras cerca de

60% dos genes identificados sdo correspondentes a uma Unica tag.

Ferrugem Seca BR 16 Seca Embrapa 48
Numero de genes identificados 19.572 21.763 17.821
Genes correspondentes a 1 tag 11.209 (57,27%) | 13.300 (61,11%) | 11.101 (62,29%)
Genes correspondentes a 2 tags 3.523 (18%) 3.129 (14,37%) 3.266 (18,32%)
Genes correspondentes a 3 tags 1.602 (8,19%) 2.208 (10,14%) 765 (4,29%)
Genes correspondentes a mais de 3 tags | 3.238 (16,54%) 3.126 (14,36%) 2.689 (15,08%)

Tendo os genes correspondentes a cada uma das tags pode-se identificar quais
deles estdo diferencialmente expressos nas condigcdes de cada um dos tratamentos.
Utiliza-se o numero de repeticdes da tag relativa a um determinado gene em ambas as
bibliotecas (sadia ou controle e infectada ou tratada) para se calcular o valor p. Caso
este valor seja menor ou igual a 0,05 o gene pode ser considerado down-regulated
(mais expresso na biblioteca sadia do que na infectada) ou up-regulated (mais
expresso na biblioteca infectada do que na sadia). Estes genes séo interessantes para
estudos de potencial biotecnolédgico, pois podem estar relacionados a resposta da
planta ao estresse estudado. O numero de tags diferenciamente expressas em cada

amostra é apresentado na Tabela 8.

As tags diferenciamente expressas de cada uma das amostras podem ser
visualizadas pelos usuarios do projeto através de uma interface web que resume todos
os resultados das analises de SuperSAGE. A interface apresenta o numero de
repeticbes das tags em cada uma das bibliotecas e os genes reletivos a cada uma
delas, permitindo a insercao de filtros por mismatches e valor p, além de buscas por
palavras-chave de interesse na anotacao dos genes correspondentes as tags. A Figura
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18 apresenta um resumo da tela de resultados desta interface para a amostra de

ferrugem asiatica.

Tabela 8: Tags diferencialmente expressas nas amostras — Para a amostra do cultivar
Embrapa 48 (suscetivel) foram identificados cerca de 18.000 tags up-regulated, mostrando
diferencas entre 0 mecanismo de resposta da planta ao estresse em relacédo ao cultivar BR16
(resistente).

Ferrugem Seca BR16 Seca Embrapa 48
Tags down-regulated 7.430 4.901 6.976
Tags up-regulated 8.331 9.549 18.388

Position
Tag i, 1|Lib, 2| Fold-change Mappedon | of the

EST - Contigs799
tag20014 3807 626 -6.62166416113201 0 635 = 0
See others
EST - 5107-E1-
510-174-
tag29346 17310 11402 -1.65300679164799 1] H10-LUC.F 386 + a
Ses others
tagllddsd 6107 2143 -3.10287355873029 1] Gene Models - a9 + a
fagilibe ' Glymal3ag07610.1
Itag623?4 Q0822 4306 -2.48361633480317 1] Eenoma - Gmll 18730733 + a
ItagEEﬁElEu 3267 384 -9.26353009657774 0 iaenama - aml7 40197385 = 0
|tag29503 3955 10172 2.6273957933267 1] Eenoma - Gmid 13906273 + a

Figura 18: Interface de visualizacao das amostras de SuperSAGE - A primeira coluna

representa se a tag € down-regulated (verde) ou up-regulated (vermelho). A tela traz outras
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informagbes sobre a tag, como o numero de repeticbes em cada uma das bibliotecas (colunas
3 e 4), o valor p (p-value) calculado a partir do nUmero de repeticées da tag nas bibliotecas
(coluna 6), o gene correspondente a tag (coluna 7), a posigdo onde a tag foi encontrada no

gene (coluna 8) e o numero de mismatches do alinhamento (coluna 10).

Bibliotecas subtrativas de cDNA

Entre as varias estratégias utilizadas para o estudo de dados de transcriptoma, o
sequenciamento de bibliotecas subtrativas de cDNA é um recurso extremamente Uutil
para identificacdo de genes mais expressos em uma determinada condicdo do que em
outra. O experimento consiste em misturar na mesma reacao sequéncias relativas a
biblioteca de controle (driver) e sequéncias relativas a biblioteca de estudo ou tratada
(tester), além de primers especificos para a segunda condicao. Com isso, através da
reacdo de PCR, os transcritos relativos a biblioteca tratada terdo amplificacdo
exponencial. Alguns transcritos relativos a condicao de controle serdo amplificados de
maneira linear por terem similaridade com transcritos da biblioteca tratada (Wieland et
al, 1990). Dessa forma, genes identificados no experimento estdo muito mais
expressos na biblioteca tratada e por isso, podem estar relacionados a resposta do

organismo ao estresse estudado.

Para o projeto GENOSQOJA, foram construidas 22 bibliotecas subtrativas de cDNA
de diferentes cultivares, utilizando vérios tratamentos com diferentes tempos de
submissado da planta ao estresse. As sequéncias sdo da tecnologia lllumina/Solexa
com 36 ou 76 bp, dependendo da biblioteca. A Tabela 9 apresenta a descricdo e o

nuamero de fragmentos de cada uma delas.
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Tabela 9: Bibliotecas subtrativas do projeto GENOSOJA - Descricdo das bibliotecas,

incluindo: cultivar/genétipo, estresse, tempo de estresse e nimero de sequéncias geradas.

Biblioteca Tempo Cultivar/Genétipo | Sequéncias | Tamanho
1 Seca - Folha 25-50 min apbs o estresse BR16 - resist. 1.854.641 36 bp
2 Seca - Folha 75-100 min apéds o estresse BR16 - resist. 519.031 36 bp
3 Seca - Folha 125-150 min apds o estresse BR16 - resist. 2.035.320 36 bp
4 Seca - Raiz 25-50 min ap6s o estresse BR16 - resist. 2.486.569 36 bp
5 Seca - Raiz 75-100 min apéds o estresse BR16 - resist. 2.458.847 36 bp
6 Seca - Raiz 125-150 min apos o estresse BR16 - resist. 2.428.923 36 bp
7 Ferrugem 12, 24 e 48 horas ap6s a infecgao P161356 - resist. 5.185.015 76 bp
8 Ferrugem 72 e 96 horas apds a infecgao P161356 - resist. 5.000.616 76 bp
9 Ferrugem 192 horas apds a infec¢édo P161356 - resist. 4.700.869 76 bp
10 Virus 5 e 18 dias ap0s a infec¢ao CD206 - resist. 5.963.145 76 bp
11 Virus 5 e 13 dias apos a infecgao BRSGO - susc. 5.345.985 76 bp
12 Nitrogénio - MG/BR46 4.621.072 76 bp
13 Nitrogénio - MG/BR46 5.343.969 76 bp
14| Seca- Folha 25-50 min apos o estresse Embrapa48 - susc. | 5.144.645 76 bp
15| Seca - Folha 75-100 min apéds o estresse Embrapad8 - susc. | 5.644.473 76 bp
16 | Seca- Folha 125-150 min apos o estresse Embrapa48 - susc. | 5.359.395 76 bp
17 Seca - Raiz 25-50 min ap6s o estresse Embrapa48 - susc. | 3.095.694 76 bp
18 Seca - Raiz 75-100 min apéds o estresse Embrapa48 - susc. | 5.731.156 76 bp
19 Seca - Raiz 125-150 min apds o estresse Embrapa48 - susc. | 5.545.375 76 bp
20 Ferrugem 1 e 6 horas ap6s a infecgao P1230970 - resist. 4.679.963 76 bp
21 Ferrugem 12 e 24 horas apés a infecgao P1230970 - resist. 4.878.530 76 bp
22 Ferrugem 48 e 72 horas apo6s a infeccao P1230970 - resist. 4.355.862 76 bp

Existem formas diferentes de se trabalhar com sequéncias curtas de transcritos
(RNA-seq) descritas na literatura. Uma delas é o alinhamento das sequéncias contra
uma referéncia (Yassour et al, 2009; Hashimoto et al, 2009), que pode ser 0 genoma
ou o conjunto de genes da espécie. Usando esta metodologia, é possivel obter a
posicao dos fragmentos no genoma e a expressao dos possiveis transcritos atravées de
programas apropriados, como o Cufflinks (Trapnell et al, 2010). Por outro lado, pode-se
utilizar o método ab-initio, isto é, montar as sequéncias sem utilizar uma referéncia

(Birol et al, 2009). Existem diversos programas especificos para montagem de
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sequéncias curtas, como o Velvet (Zerbino & Birney, 2008), o Edena (Hernandez et al,
2008) e o ABySS (Simpson et al, 2009). Apesar disso, todos eles foram desenvolvidos
para montagem de sequéncias genbémicas e sao baseados no parametro k (k-mer),
cuja otimizacao varia de acordo com a cobertura do genoma estudado. No caso de
cDNA - diferentemente de genomas onde a cobertura € uniforme, variando somente
em regides repetitivas - a cobertura de um gene varia de acordo com o nivel de
expressdo do mesmo. Neste caso, altos k-mers sao apropriados para montagem de
genes altamente expressos e baixos k-mers para a montagem de genes pouco
expressos, de modo que o melhor resultado € obtido através do uso de varios k-mers
(Nascimento et al, 2009). Neste trabalho, foram utilizadas ambos os métodos, visando
identificar tanto os genes ja conhecidos quanto genes novos nas bibliotecas. Para as
montagens ab-initio, o Edena produziu melhores resultados em testes com dados de

transcritos e, por isso, foi escolhido para ser utilizado neste trabalho.

As sequéncias de cada uma das 22 bibliotecas foram alinhadas, inicialmente, com
0s unigenes da montagem de ESTs utilizando o programa SOAP configurado para
permitir até 2 mismatches (assim como no caso de SuperSAGE as sequéncias sao de
cultivares diferentes e alinhamentos ndo exatos podem ser SNPs), descartar
fragmentos que continham bases nédo identificadas durante o sequenciamento (“N’s) e
para retornar todos os alinhamentos étimos. Os fragmentos que ndo alinharam com a
montagem de ESTs foram alinhados com os genes preditos do genoma utilizando os
mesmos parametros. As sequéncias relativas a cada gene (unigene ou gene predito)
foram montadas utilizando o Edena com o k-mer étimo e descartando contigs menores

que 100 bp. Os contigs resultantes sdo especificos do cultivar de cada uma das
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bibliotecas e podem ser Uteis para desenhos de primers, por exemplo. A Tabela 10
apresenta um resumo dos resultados dos alinhamentos de cada biblioteca, mostrando

0 numero de genes e de contigs encontrados em cada uma delas.

Tabela 10 — Numero de genes encontrados nas bibliotecas subtrativas — Inclui também o
nuamero de contigs obtidos com o Edena para cada uma das bibliotecas.

Biblioteca Cultivar/Genétipo Genes Contigs
1 Seca - Folha BR16 - resist. 1.560 2187
2 Seca - Folha BR16 - resist. 2.009 3769
3 Seca - Folha BR16 - resist. 3.124 4922
4 Seca - Raiz BR16 - resist. 258 358
5 Seca - Raiz BR16 - resist. 600 810
6 Seca - Raiz BR16 - resist. 657 1288
7 Ferrugem P161356 - resist. 1.994 3.857
8 Ferrugem P161356 - resist. 802 1.328
9 Ferrugem P161356 - resist. 754 990
10 Virus CD206 - resist. 1.109 1.907
11 Virus BRSGO - susc. 862 1.796
12 Nitrogénio MG/BR46 4.775 8.998
13 Nitrogénio MG/BR46 5.989 11.020
14 Seca - Folha Embrapa48 - susc. 3.643 6.899
15 Seca - Folha Embrapa48 - susc. 4.603 9.786
16 Seca - Folha Embrapa48 - susc. 3.109 7.048
17 Seca - Raiz Embrapa48 - susc. 1.313 1.799
18 Seca - Raiz Embrapa48 - susc. 1.364 3.104
19 Seca - Raiz Embrapa48 - susc. 1.775 3.767
20 Ferrugem P1230970 - resist. 490 1.242
21 Ferrugem P1230970 - resist. 447 1.606
22 Ferrugem P1230970 - resist. 2.097 4.616

O caélculo de expressao dos genes nas bibliotecas foi feito utilizando o valor
RPKM (Reads Por Kilobase por Milhao de reads) (Mortazavi et al, 2008) do programa
Cufflinks. O valor RPKM é baseado no numero de fragmentos que alinharam com um
gene. Esse numero € normalizado pelo tamanho do gene (utiliza o valor proporcional a
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1Kb) e pelo numero total de fragmentos na biblioteca (utiliza o valor proporcional a 1
milhdo de fragmentos). Além disso, sequéncias que alinham com mais de uma
referéncia tem menor peso no calculo final. Para utilizar o resultado do SOAP como
inout do Cufflinks foi preciso converté-lo para o formato SAM (Sequence
Alignment/Map Format) (Li et al, 2009b) utilizando scripts disponiveis no pacote

SAMtools (http://samtools.sourceforge.net/) (Li et al, 2009b). Este calculo facilita a

escolha de genes com potencial biotecnolégico, ja que, altos RPKMs significam alta

expressao do transcrito na condicdo de estudo (tester).

Foi construida uma interface web que apresenta, para todas as bibliotecas, todos
os genes que foram identificados na mesma, bem como a anotacao (banco de dados
NR e do AutoFACT) relativa a cada um dos genes. Através de um link, também é
possivel obter os contigs de solexa relativos a cada um deles. Por dltimo, existe a
possibilidade de o usuario filtrar a busca pelo nome do gene ou através de insercéo de
uma ou mais palavras-chave para consulta na anotacdo dos genes. A Figura 19
apresenta uma tela de resultados desta interface para uma das bibliotecas subtrativas
submetidas ao estresse de seca do cultivar BR16 (biblioteca 5 da Tabela 9) apds ser

utilizada como filtro a palavra-chave “kinase”.

As montagens ab-initio foram realizadas utilizando todas as bibliotecas referentes
ao mesmo cultivar, independente do tratamento. Desta forma, foram obtidos 5
conjuntos de dados relacionados aos seguintes cultivares: BR16 (bibliotecas 1 a 6),
P161356 (bibliotecas 7 a 9), MG/BR46 (bibliotecas 12 e 13) Embrapa48 (bibliotecas 14

a 19) e PI230970 (bibliotecas 20 a 22). Para cada cultivar foi utilizado o montador
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Edena para gerar 3 montagens com k-mers diferentes (baixo, médio e alto) eliminando
contigs menores que 100 bp. As 3 montagens do Edena foram fundidas em uma Unica
montagem final através do programa Minimus (Sommer et al, 2007). Tal abordagem
teve dois objetivos: (/) encontrar genes especificos dos cultivares brasileiros que,
possivelmente, ndo estariam mapeados no genoma do cultivar Williams 82; (ii)
encontrar genes que estao presentes no genoma, mas que ainda nao haviam sido
identificados, tanto nos unigenes da montagem de ESTs, quanto nos genes preditos.
Para isto, os contigs de cada montagem foram comparados com o0s genes preditos e 0s
unigenes da montagem de ESTs utilizando o BLASTN com e-value de corte 1e-10. As
sequéncias “No hits” foram comparadas com o0 genoma com O mesmo programa e
parametros. A Figura 20 apresenta um esquema resumido da metodologia empregada

nesta etapa.

Filter the results using a keyword: |kinase | | FLTER | [ ALLRESULTS |

Main page

Showing the results from 1 to 40 of 41
EST/GeneModell  Gene |  AutoFact | |

gil 255555150 | ref| XP 002518612.1] Phosphoglucan, water dikinase,

. 1. — .
Contig26860 chloroplast alpha-glucan water dikinase, _;chloro_ Iastl_c n=1 See the contigs of the
- Tax=~Arabidopsis thaliana solexa assembly
putati...

RepID=FPWD ARATH

gil 77403742 | dbjlBAF46451.1| putative Putative receptor protein kinase

Contigl0792 receptor protein kinase PERK1 [Glycine PERK1 n=1 Tax=Glycine max See the contigs of the

~ solexa assembly
max]... ReplD=Q3LFP8 SOYBN L cane
gil225463394 |ref|XP 002271969.1]  TAS protein-like (050190663800 _
Contig22424 PREDICTED: hypothetical protein [Vitis  protein) n=3 Tax=Oryza sativa Sei;:;i;‘;lgg;‘;the
=OMtgLLt et = — solexa assembly
vinifera... RepID=05SN38 ORYSJ

Figura 19: Interface para visualizacao dos dados de bibliotecas subtrativas - A primeira
coluna mostra o nome do gene identificado na biblioteca, enquanto a segunda e a terceira

apresentam a anotacao do NR e do AutoFACT para o mesmo.
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Bibliotecas do mesmo Montagem usando Edena
cultivar (varios k-mers)

Minimus -> fusdo de
Montagens do Edena

BLASTN e-value de corte: 1e-10
contra unigenes e genes preditos

NO HITS

BLASTN e-value de corte:
le-10 contra o genoma

NO HITS -> Genes especificos Hits com identidade
do cultivar == 90% = Genes ndo identificados

Figura 20: Pipeline da analise ab-initio das bibliotecas subtrativas — A abordagem ab-initio
visava identificar genes especificos dos cultivares brasileiros (sequéncias sem alinhamento
com o genoma do cultivar Williams 82) e genes ainda nao identificados, ou seja, que alinhavam

com o genoma em regides que ndo houvessem outros genes correspondentes.

No caso do cutlivar BR 16, por exemplo, foram encontrados contigs com
alinhamento no genoma, mas sem genes correspondentes nos bancos de dados
utilizados. Além disso, 0os genes mais préximos estdo a mais de 3 Kb de distancia,
eliminando a possibiblidade de se tratarem de UTRs. Tais contigs precisam passar por

uma andlise experimental para confirmacao in vivo dos dados obtidos in silico. A Figura
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21 apresenta uma visualizacdo de 3 kb do cromossomo 11, onde um desses contigs
esta alinhado. Além de nao existir nenhum gene identificado nesta regido, é possivel
observar que somente existem sequéncias de solexa relativas ao contig para a

biblioteca com o estagio inicial do estresse de seca (25-50 minutos).

2 22 OFlip

Ghll . “
o 1on | 20H 30

J J
11300k | 11400k

11377 11378k 11379k
#l @ GENE MODELS

@ HE CONTIGS
D HSINGLETS
AHEFULL LENGTH cDNA

AELT - Leaves bulk 1: 25 . 50 min. after the stress - BR16 cultivar

Gmll coverage 300

FL50

AHEL2 - Leaves bulk 2: 75 . 100 min. after the stress - BR16 cultivar

AHEL3 - Leaves bulk 3: 125 . 150 min. after the stress - BR16 cultivar

Figura 21: Visualizacao da regiao de um possivel gene — A area em verde representa a
existéncia de sequéncias que alinham com aquela regidao do genoma. O niumero apresentado a
direita & exatamente o nimero de reads de solexa que possuem similaridade com a regiao.
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MicroRNAs

MicroRNAs séo pequenas moléculas (entre 19 e 25 bp) de RNA de fita simples,
nao-codificantes, que agem como reguladores da expressdo ou como inibidores da
traducao de genes em diversos organismos, incluindo plantas e animais. Os miRNAs
agem através da ligacdo com a regidao 3’ ndo traduzida (UTR) do RNA mensageiro alvo
formando uma estrutura abaulada (conhecida como hairpin) (Lagos-Quintana et al,
2003). O alinhamento do miRNA com o gene alvo pode ser exato, inibindo a tradugéo
do mesmo, ou inexato (com gaps e mismatches), interferindo na expressao do RNA
mensageiro. Neste ultimo caso, exatamente pelo pareamento ndo precisar ser exato,
um unico miRNA pode regular a expressao de multiplos alvos, bem como a expresséo
de um gene pode ser regulada por multiplos microRNAs. Por outro lado, a expressao
de um determinado miRNA pode variar entre diferentes tecidos ou condi¢des bioldgicas
(Maziére and Enright, 2007), ocasionando a repressao ou expressao do gene entre

diferentes estagios de estresse.

Apesar de os miRNAs nao terem suas fungdes totalmente esclarecidas, muitas
delas tem sido identificadas recentemente. Dentre elas, pode-se citar: o controle do
desenvolvimento floral em plantas (Aukerman and Sakai, 2003; Palatnik et al, 2003), a
progressdao de canceres em humanos (Volinia et al, 2006), a diferenciacdo da
morfogénese dentaria (Michon et al, 2010), entre outras. Com esses estudos, a
quantidade de miRNAs conhecidos tem aumentado consideravelmente. O banco de

dados miRBase (Griffith-dJones, 2006) foi criado com o objetivo de reunir esses
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microRNAs conhecidos de maneira organizada e de facil consulta. Em julho de 2010,

haviam 216 miRNAs de soja identificados no miRBase.

A identificacao de microRNAs € baseada, inicialmente, na utilizacdo de programas
de alinhamento configurados com parametros especificos, dependendo da espécie
estudada. No caso de plantas, diferentemente de animais, os alinhamentos tendem a
ser mais conservados, ou seja, com menos gaps e mismatches (Lagos-Quintana et al,
2003). Apés a identificacao exata da regido do genoma onde o miRNA se encontra, é
necessdaria uma analise manual das condi¢cdes de entalpia e de estrutura secundaria
(hairpin) desta regido para validar a sequéncia. Por fim, a identificacdo dos alvos
geralmente é feita computacionalmente — in silico - sendo baseada na comparacéo do

microRNA validado com o conjunto de genes da espécie estudada.

O projeto GENOSOJA utilizou a tecnologia lllumina/Solexa para gerar oito
bibliotecas de sequéncias de RNAs pequenos de soja. Foram utilizadas plantas
submetidas ao estresse de seca (cultivares suscetivel e resistente) e plantas infectadas
com a doenca da ferrugem asiatica (cultivares suscetivel e resistente). Para cada
biblioteca, foram obtidas sequéncias de diferentes tamanhos, variando entre 19 e 24
bp. O numero de sequéncias (reads) obtidas para cada biblioteca é apresentado na

Tabela 11.

Para eliminar a redundancia e facilitar a analise dos dados, os reads foram
agrupados em sequéncias unicas, sendo a contagem do numero de sequéncias unicas
realizada separadamente para cada uma das bibliotecas. As sequéncias com

contagem menor ou igual a dois foram excluidas da lista final. Para andlise de
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expressao diferencial entre as bibliotecas, foi aplicado um pipeline estatistico baseado
no software DEGseq (Wang et al, 2010), considerando uma taxa de confiangca de 95%
(corte em 0,05). A tabela 12 apresenta o numero de sequéncias Unicas e diferenciais

para cada uma das bibliotecas.

Tabela 11: Numero de sequéncias das bibliotecas de RNAs pequenos

Tamanho das sequéncias

19 bp 20 bp 21 bp 22 bp 23 bp 24 bp
Tolerante |_Controle | 327.448 [ 271.772 | 531.595 | 357.980 | 203722 | 208.377

Soja submetida Tratado | 71.011 | 72.628 | 154.808 | 87.326 | 77.045 | 177.626
a seca Suscetivell_Controle | 89.040 | 91.816 | 215.419 | 128.524 | 142446 | 200.087

Tratado | 266.165 | 220.714 353.003 244.641 138.051 250.213

Controle 91.908 205.404 | 1.177.303 [ 394.378 | 175.063 | 285.064

o Tolerant
Sojainfectada | 1OCraMe Fr o 4 17 100.045 | 155.849 | 779.788 | 426.383 | 187.926 | 859.624

com ferrugem

asisatica | Suscetivel|CONMrole | 115.824 | 236.750 | 921.964 | 340.129 [ 167.306 | 540.949

Tratado | 123.423 [ 190.799 | 962.676 | 363.983 86.230 176.753

Tabela 12: Numero de sequéncias unicas e diferenciais das bibliotecas

Tamanho das sequéncias
19 bp 20 bp 21 bp 22 bp 23 bp 24 bp
Tolerante Unicas 725 665 448 522 448 231
Soja submetida Diferenciais| 79,3% 77,3% 78,1% 76,6% 76,8% 89,2%
a seca . Unicas 719 652 448 516 442 170
Suscetivel F— —
Diferenciais| 75,5% 75,6% 88,0% 81,8% 82,1% 95,3%
o Tolerante Unicas 588 524 427 456 386 208
Soja infectada Diferenciais| 54,3% | 60.9% | 721% | 555% | 46.4% | 57.7%
com ferrugem Uni 590 537 435 461 373 220
asisatica Suscetivel |——1c8S
Diferenciais| 63,4% 57,9% 76,3% 69,0% 67,8% 73,2%

As sequéncias Unicas de cada uma das bibliotecas foram alinhadas com o

genoma da soja utilizando o programa SOAP, configurado para retornar todos os

57



alinhamentos étimos e ndo permitir mismatches. A partir desses alinhamentos, foram
utilizados scripts em PERL para extrair 300 bp flanqueando a regidao genbémica a partir
da posicao do alinhamento do read. As sequéncias resultantes desta etapa foram
alinhadas com o complementar reverso do read original usando o algoritmo de Smith-
Waterman (Smith and Waterman, 1981), permitindo 2 gaps e 4 mismatches. As
sequéncias resultantes foram consideradas microRNAs candidatos, aos quais foram
curadas manualmente pelo grupo da UFRGS (conveniado ao GENOSOJA e
gerenciado pelo professor Rogério Margis), gerando uma lista final de 269 miRNAs,

sendo que 42 destes sao novos, ou seja, ainda ndo estavam catalogados no miRBase.

| Sequéncias unicas

- Alinhamentos dos reads contra o
| Genoma da soja ‘ > genoma usando o SOAP (0
mismatches)

| Cromossomos com alinhamento

Prée-miRMNA
P Tt e T T Extracdo de 300 bp
1 300bp 300 bp '
b ! flanqueando
i" T ochr
i mMIENA ; T Possiveis pré microRMNAsS

ol H candidatos

Complementarreversodo | Alinhamento Smith-waterman
miRNA (2 gaps e 4 mismaiches)

Pre-miRNA candidatos

Analise manual de estrutura
secundaria

| microRMNAS |

Figura 22: Pipeline utilizado na identificacao de microRNAs — Incluindo a parte de andlise

de estrutura secundéria, feita manualmente pelo grupo da UFRGS.
58



Para identificacdo dos genes alvo a lista final de miRNAs foi alinhada com os
unigenes da montagem de ESTs com o algoritmo de Smith-Waterman configurado para
permitir 3 mismatches, sem gaps e retornar todos os alinhamentos. Somente foram
considerados alinhamentos na fita anti-sense (3’-5’). A diregcdo 3’-5’ dos clusters de
ESTs foi identificada através da anotacdo dos mesmos com bancos de dados de
proteinas. Para 169 dos 269 miRNAs identificados foi encontrado um ou mais genes

alvo. A figura 23 apresenta o numero de genes alvo por microRNA.

m 1alvo

m 2 alvos

m 3 ab5alvos
M 6a 10 alvos

® Mais de 10 alvos

Figura 23: Numero de genes alvo por MicroRNA.

Resumo dos dados gerados pelo projeto GENOSOJA
As diversas fontes de dados utilizadas no projeto GENOSOJA — apresentadas no
decorrer deste capitulo - tiveram como objetivo a obtencao de um perfil de expressao

de genes da soja sobre diferentes tipos de estresse, todos eles relacionados ao cultivo
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da soja no Brasil. A tabela 13 apresenta um resumo de todo o conjunto de dados

gerados pelo projeto.

Neste capitulo, também foram apresentadas as metodologias utilizadas na analise
de cada um desses dados. Para todos os casos, os dados publicos de soja — descritos
no capitulo 2 deste trabalho — foram utilizados como referencial, facilitando assim a

integracdo dos dados das diversas fontes, etapa esta que sera descrita no préximo

capitulo.
Tabela 13: Resumo dos dados gerados pelo GENOSOJA
Tipo de dado Numero de segs. Referencial utilizado na analise

3 amostras com cerca de Unigenes da montagem, genoma

! SuperSAGE 90.000 tags cada e genes preditos

> Bibliotecas sibtrativas de | 22 bibliotecas com cerca de 4 | Unigenes da montagem e genes

cDNA milhdes de sequéncias cada preditos
3 MicroRNAs 269 Unigenes da montagem
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CAPITULO 4: INTEGRAGAO DE DADOS

Durante os primeiros capitulos deste trabalho foram descritos os diversos tipos de
dados utilizados durante o projeto GENOSOJA, sendo que cada um dos experimentos
foi tratado de maneira individual, envolvendo uma analise de bioinformatica especifica.
Para cada analise foram criadas diferentes interfaces web, também j& apresentadas.
Tais interfaces disponibilizam diversas maneiras de recuperar informacdes do banco de
dados, incluindo funcionalidades como: buscas por palavras-chave, andlises
estatisticas e anotacdo dos genes utilizando varios bancos conhecidos de proteinas.
Além disso, cada interface possui funcionalidades especificas que tornam possivel a
obtencdo de dados sobre a expressdao de um gene em cada um dos multiplos

experimentos realizados.

Apesar da aparente distincao entre os experimentos de transcriptoma realizados
pelo projeto, as bibliotecas utilizadas nas diferentes metodologias sdo, nao sé relativas
a estresses em comum, como também a tempos semelhantes de estresse. Como
exemplo, observa-se que os dados da biblioteca de SuperSAGE infectada com a
doenca da ferrugem asiatica sao relativos ao genétipo PI561356 com 12, 24 e 48 horas
apds a acao do fungo. No caso das bibliotecas subtrativas e dos microRNAs, existem
bibliotecas relativas ao mesmo cultivar, estresse e tempos de infecgdo. A mesma
semelhanga pode ser notada para os experimentos de seca, tanto do cultivar BR 16
quanto do Embrapa 48. Dessa forma, espera-se que, genes relacionados a resposta da
planta a estes estresses aparecam como diferencialmente expressos em qualquer um
dos experimentos analisados. A Figura 24 demonstra tal hipétese, onde se verifica que

o aumento do RPKM nas bibliotecas subtrativas resulta no aumento da mediana do
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fold-change dos genes up-regulated em SuperSAGE, revelando assim genes altamente

expressos em ambas as analises.

10

—4—Down-regulated
2 =—-Jp-regulated

0 25 50 75 100 200G 300 400
-2 o N
—— = g

Mediana Fold-change SuperSAGE

-4

Corte de RPKM

Figura 24: SuperSAGE x Bibliotecas subtrativas - Comparagéo entre os resultados do
experimento de SuperSAGE e das bibliotecas subtrativas para o estresse de seca do cultivar
BR 16 (resistente). Observa-se que, 0 aumento do RPKM das bibliotecas subtrativas ocasiona

0 aumento do fold-change dos genes up-regulated no experimento de SuperSAGE.

Tendo esse cruzamento entre as metodologias, a integracdo dos dados dos
diversos experimentos pode facilitar a mineragdo de dados do projeto e simplificar a
busca por genes com possivel potencial biotecnoldgico. Além disso, tendo o genoma
da soja com referéncia, é possivel obter informacdes sobre a posicdo de cada um dos
genes no mesmo através de programas de alinhamento, como o exonerate (Slater and

Virney, 2005). A vantagem do exonerate em relagdo a outros programas como O
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BLAST, por exemplo, é que seu alinhamento traz a posi¢cdo exata dos exons e introns

na referéncia.

Para facilitar a integracdo das informagdes, o banco de dados foi organizado de
maneira especifica. Todos os dados estao ligados a trés tabelas principais, contendo:
() genoma da soja (cromossomos e scaffolds), (i) unigenes (contigs e singlets) da
montagem de ESTs, e (i) genes preditos do genoma. Todos os dados de
transcriptoma do GENOSOJA (SuperSAGE, bibliotecas de cDNA — subtrativas e full-
length -, microRNAs) fazem referéncia as tabelas (i) e (i) através de metodologias
especificas que foram descritas no capitulo 3. Essas tabelas, (ii) e (iii), por sua vez,
estdo unidas entre si através de um BLASTN com e-value de corte 1e-50, buscando
elucidar sobreposicdes entre os dois conjuntos de genes. Além disso, elas estao
“linkadas” com a primeira através das posi¢cées dos genes no genoma, obtidas com o
exonerate. A Figura 25 apresenta o esquema resumido do banco de dados, mostrando

as principais tabelas.

A partir do modelo de banco de dados proposto foi criada uma interface web
simples e amigavel para disponibilizar todas as informacdes do projeto. Através dela é
possivel realizar buscas por genes preditos, unigenes da montagem ou sequéncias de
cDNA full-lenght. Em qualquer uma das buscas, a interface se encarregara de buscar
os outros dados correspondentes, isto €, uma busca por um gene predito ou um
unigene da montagem correspondente ao primeiro retornara a mesma tela de
resultados. Por exemplo, o Contigl tem 100% similaridade com o gene predito

“Glyma09g42180.1”. Ao buscarmos por Contig1 na interface ela trara todos os dados
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relativos ao gene predito. Dessa forma, a busca sempre sera baseada no mesmo

referencial.

A tela de resultados da interface esta dividida em 6 diferentes blocos. A primeira
(“Gene information”) apresenta todas as informacdes basicas sobre o gene, incluindo
nome, tamanho, posicdo no genoma, variantes de splicing, além de diversos links para
suas sequéncias em formato FASTA (gene, reverso complementar e proteina). A
segunda secao (“Blast Results”) mostra os resultados de anotacdo do gene nos
diversos bancos de dados, como NR, Uniref, GO, além do resultado do AutoFACT.
Todos os resultados deste bloco séo links que apontam para o arquivo de BLAST. A
terceira (“NCBI ESTs clusters”) lista todos 0s unigenes da montagem que possuem
similaridade com o gene selecionado. Para cada cluster sdo exibidos o resultado de
anotacao do mesmo contra o NR e um link para a interface que aponta sua expressao
diferencial (Northern digital), ja descrita previamente. O nome do cluster também é um
link para uma péagina onde sao exibidos os ESTs que foram agrupados para formar o
gene. O quarto bloco apresenta todas as bibliotecas subtrativas do projeto que
possuem o gene presente. A expressao do gene em cada biblioteca € apresentada
através do valor RPKM. Os dados de SuperSAGE, incluindo numero de repeticdes em
cada biblioteca, valor p e mismatches do alinhamento sdo apresentados no quinto
bloco. As cores verde e vermelho mostram, respectivamente, se a tag foi considerada
down-regulated ou up-regulated em cada uma das amostras. Por fim, a dltima secéo
mostra todos os microRNAs que tem o gene selecionado como alvo, incluindo sua
expressao na biblioteca a qual ele foi sequenciado. A Figura 26 mostra um exemplo

desta tela apés uma busca pelo unigene “Contig1058”.
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tabelas_de_anotacao fa tabelas_de_anotacao
blast_autofact: tabela P it: numero blast_autofact: tabela
blast_nr: tabela (0n) nome: texto (0n) blast_nr: tabela blast_nr
(1,1) tamanho: numero (1,1) P id: numero
’ i hit_position: numero
(0,1) evalue: nimero decimal
— (1.1) =7 :
montagem T lels score: nimero decimal
|~ id: numero g id-numero_ result: texto
1 nome: texto 01 n<;n1e- texto cdna_full P id_montagem: numero
reads_montagem 2 tamanho: numero tamal;ho' p— 1n |~ id: numero /7 id_gene_models: numero
P id: numero 11 start_genoma: numero (0,n) otart . (0,n) nome: texto
P id_montagem: numero end_genoma: numero a — d tamanho: numero e
S 5 end_genoma: numero - . al
/7 id_read: numero (1,n)|~” id_genoma: numero (o) i -9 - 0j1) id_ncbi: numero — =
P id_first_hit_nr: numero =— _genom_a. fumerd 49 id_gene_models: numero P id: numero
(1,1) J’j d_autofact numero 49 id_first_hit_nr: numero result: texto
2 id_gene models: numero - _autofact: numero /~ id_montagem: numero
(0,1) — 0,1 (0,n) |~ id_gene_models: numero
ESTs (01) ’ '
£ id: numero Tabelas de Anctagdo
nome: texto
tamanho: numero
tamanho_trimado: numero (0,1) (0,1)
direcao: texto genes_subtrativas_solexa (1,1) supersage_tags
placa: numero |~ id: numero supersage_alinhamentos T —
id_ncbi: numero rpkm: numero P id: numero -l"ll:'lt::’t
|~ id_cultivar: numero numero_reads: numero  (0,1) direcao: texto nom:. b'hl'qt dim:
/' id_biblioteca: numero /7 id_subtrativa: numero mismatches: numero coun”_bRlotecs sadia: umero
> — (1,1) ! — . (1,1) (0n)|  count_biblioteca_tratada: numero
montagen: numero sicao numero
(1,1) —= g = po = p_value: nimero decimal
P id_gene_models: numero P id_tag: numero — -
(1,1) — fold_change: mimero decimal
P id_montagem: numero -
(0,n) (1,1) = sequencia: texto
P id_gene_models: numero = -
(1,n) (1n) /7 id_analise: numero
cultivares bibliotecas 1)
|~ id: numero | id: numero
sigla: texto sigla: texto
nome: texto nome: texto =
. supersage_bibliotecas (1,n)
| id: numero supersage_analises
1) nome: texto (1,1) (1,n) |~ id: numero
mnﬁgs_suhtratiéas_sole}w (1,n) descricao: texto tratamento: texto
P P— subtrativas_solexa total_tags: numero genotipo: texto
tamanho: numero P id: numero P id_analise: numero

tamanho_reads: numero

numero_reads: numero

nome: texto total_reads: numero

nome: texto

P id_gene: numero

descricao: texto

genotipo: texto

Figura 25: Modelo relacional resumido do banco de dados — Contém somente as principais tabelas. Observa-se que todos os

dados estao ligados as tabelas montagens e gene_models. Estas, por suas vez, estao ligadas a tabela genoma.
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Gene Information

Gene: Ghmal7gls420.1 Size: 1104 bp

Splicing variants: Glymal7gis420.2 Glymal7gls420.3 Glymal7gls420.4

Locus: Gm17 Position: 12142590-24616029 Ghrowser
Fasta sequences: Gene Reverse complement Praotein

Blast Results

NR: 0i] 255639984 |gh | ACUZ0284. 1] unknown [Ghecing rma]
Unirefo0; UniRef90 470Y36 Chromosome undeterrmined scaffold 237, whole genorme shotgun sequence n=1 Tax=Yit..,

Uniref100: UniRefl00 A70Y36 Chrormosome undeter mined scaffold 237, whole genome shotgun sequence n=1 Tax=Yi..

Autofact: Hudix hydrolase 8 n=1 Tax=Arabidopsis thaliana ReplD=NDOTS ARATH

GO results

malecular_function (00016787 hydrolase activity

NCBI ESTs clusters

Blast resuit - NR

Contigl0se 845 bp gil 255639984 gh | ACU20284. 1| unknawn [Glycine max] GEne expression
Contig15s5 886 bp gil 255639984 gh | ACU20284. 1| unknawn [Glycine max] GEne expression
% 571bp gil 255639984 gh | ACU20284. 1| unknawn [Glycine max] (GEne expression

Subtractive libraries Data
| Mappedon |  lbray | Numberofreads [RPKM [ |

Contigl955 Leaves bulk 3: 125, 150 minutes after the stress 0 reads 0 Solexa contigs

SuperSAGE Data

l Down regulated l Up regulated l Mo differential tags

Mismatches |Position

| [Mapped on Fold-change

. Contiglsss  Asian Rust - PIS61356 12012509 - GriFAS 346600 8 15 0.220561 172204 + o B33
. Configlass  Asian Rust - PIS61356 tage7537 - GrFAS 76384 1 3 0.0401206 45921 + 1 833
. Contig1555 Crought - BR16 tagl7a74 - Gerlr 8342 22 13 0457327 1.267 + 0 833
. Contiglsss Drought - EMBRAPA4S  taglS603 - Gmbr 8342 7 13 00194954 289436 + 0 833

Figura 26: Interface web para integracao dos dados - Tela de resultados da interface. A
figura apresenta cada um dos blocos da interface, incluindo informagdes do gene, resultados
de BLAST, unigenes relativos ao gene, além de dados de bibliotecas subtrativas e
SuperSAGE.
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Além da interface apresentada, outra forma de integrar as diversas fontes de
dados € através da utilizacdo do programa Gbrowse (Generic Genome Browser). O
Gbrowse € um dos programas mais utilizados para visualizagcdo de dados quando se
tem uma sequéncia de referéncia (Podicheti et al, 2009), tendo se tornado bastante
popular por ter seu cédigo aberto e ser altamente configuravel. Ele integra as diversas
informacdes disponiveis através de trilhas clicaveis. A trilha superior € a de referéncia,
comumente a sequéncia genbémica da espécie de estudo. As demais trilhas
correspondem aos diversos tipos de dados mapeados na trilha de referéncia. O usuario

pode escolher a regidao do genoma e as trilhas que deseja visualizar.

Uma das grandes vantagens do Gbrowse é a adaptacao ao formato GFF (Generic
Feature Format), um formato texto, com campos separados por tabulacdes, muito
utilizado por diversos programas de alinhamento. Além disso, as versées mais recentes
do programa também trabalham com arquivos no formato SAM. Através de resultados
de alinhamento de transcritos curtos com este formato é possivel criar trilhas que
representam picos de expressdo no genoma. Com isso, genes diferencialmente

expressos em condi¢des ou tempos de estresse sédo identificados com maior facilidade.

Para o GENOSOJA o genoma do cultivar Williams82 foi utilizado como referéncia
para o Gbrowse. Utilizando o exonerate foram criadas trilhas especificas para os genes
preditos do genoma, para os unigenes da montagem de ESTs e para a biblioteca de
cDNA full-lenght. Além disso foram criadas trilhas para as bibliotecas subtrativas do
projeto, uma para cada. Para isso foi utilizado o programa SOAP para alinhar os reads

com o genoma, permitindo 2 mismatches e retornando todos os alinhamentos 6timos.
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O arquivo de saida do SOAP foi convertido para o formato SAM utilizando scripts do
pacote SAMtools. Os arquivos SAM foram utilizados como entrada para o Gbrowse. A
Figura 27 apresenta um exemplo de visualizagcdo de dados com o Gbrowse. Nela, é
possivel observar o gene “Glyma13g10330.1” somente é expresso no cultivar BR16

apds um grande tempo de submissao ao estresse de seca (125-150 min.).

ScrollZoom: << € IShDW1.E kbp

on 1| 20M

301

N
2oh0n 1] 21h0k

s H-HHHHHHHHHHHHHHHAHHHAHHHH AR
12041 2 Z20dl Gkizodl  did 2041 Sk 20d1 el 2041 L FkL2041 (52040 L9k 12042k 12042 1 2ode 22042 G202 dkLZ042 T 2042 gkl 20

1 H GEME MODELS
Glumal3glo3ao.l

AEL1 - Leaves bulk 1: 25 . 50 min. after the stress - BR16 cultivar

JEL2 - Leaves bulk 2: 75 . 100 min. after the stress - BR'16 cultivar

rLS - Leaves bulls 3: 125 150 min. after the stress - BR16
AEL3 - Leaves bulk 3: 125 . 150 min. after the stre] cultivar Gm13 coverage [Gm13:12041200..12042999]
Gml3 coverage

Figura 27: Visualizacao de dados com o Gbrowse - Com o Gbrowse, é possivel comparar a
expressdao de um gene durante a evolucdo do tempo de submissdo a um determinado

estresse.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O ferramental de bioinformatica apresentado neste trabalho revela-se como um
importante avanco para identificacdo de genes com potencial biotecnolégico para
incrementar a producéao brasileira de soja. Através de consultas simples em interfaces
web amigaveis é possivel obter caracteristicas de expressdo dos diversos genes nas
diversas condi¢des estudadas pelo projeto GENOSOJA, ou seja, nas condi¢des que se
revelam problematicas para a cultura no Brasil. Por outro lado, as metodologias de
bioinformatica, as interfaces web e o modelo de banco de dados propostos neste
trabalho podem ser utilizados como referenciais para outros projetos de estudo

expressao de genes, independentemente da espécie em estudo.

A utilizacdo de referenciais comuns (0 genoma, 0s unigenes da montagem de
ESTs e os genes preditos) para a analise dos diversos experimentos garante facilidade
para integracdo de novos dados, sejam de outros tipos de experimentos ou de outras
condicoes de estudo. A inclusdo de possiveis novos genes (ainda passiveis de
validacao experimental) também é simples, ndo necessitando de nenhuma alteracao no
modelo de banco de dados proposto e utilizado. Além disso, a integracdo dos dados
aqui apresentados com os gerados pelo Consércio Internacional de soja (ISGC),
proposta pelo GENOSOJA, esta facilitada, podendo se basear nos genes preditos do

genoma e nas posi¢cdes dos genes no mesmo.

Atualmente, a utilizacdo dos dados apresentados neste trabalho esta restrita aos
pesquisadores do projeto GENOSOJA, incluindo importantes instituicoes brasileiras,

como: Embrapa Soja, Universidade Federal de Pernambuco, Universidade Federal de
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Vicosa, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Esses pesquisadores foram
treinados sobre as melhores formas de acessar as informacdes em dois cursos
ministrados por membros da equipe de bioinformatica (incluindo o autor do trabalho) do
Laboratério de Gendémica e Expressao, realizados em Londrina — Parana (2009) e em

Recife — Pernambuco (2010).

Por fim, visando uma maior facilitagdo na identificacdo de genes com potencial

biotecnoldgico propde-se como perspectivas para continuacao deste trabalho:

1 — Analise de SNPs dentre os cultivares brasileiros. Existem SNPs especificos

gue ao causar alteracées em proteinas levam a resisténcia a determinados estresses?

2 — Analise de expressao de genes dentre os diversos cultivares. Genes relativos
a cultivares especificos podem ser a “chave” da resisténcia de um cultivar a

determinado estresse.

3 — Anadlise de expressao de genes entre os diversos tecidos. Assim como no
caso de genes de cultivares especificos, genes identificados em um s6 tecido também

sao importantes para estudos biotecnologicos.
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