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Introducao

@ Com o avanco da tecnologia, os vérios dados bioldgicos gerados sdo
armazenados em banco de dados bioldgicos.
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Introducao
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Introducao

@ Com o avanco da tecnologia, os varios dados biolégicos gerados sdo
armazenados em banco de dados biolégicos.

@ A anotacdo dos genes de um organismo requer bancos de dados com
informacgdes atualizadas.

@ Motivacdo: Banco de dados normalmente apresentam erros ou
inconsisténcias de anotag¢ao.

@ Proposta: Reanotar genomas da classe Oomyecetes, visando melhorar
suas anotagoes com pipelines automaticos e novas metodologias, ja
que, com os dados existentes sobre suas anotacoes, podem haver
melhoras significativas nelas.
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Gendmica

@ Gendmica: Estudo dos genes de um determinado organismo.
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Genomica

@ Gendmica: Estudo dos genes de um determinado organismo.

@ Sequenciamento de um genoma fornece a disposicdo dos nucleotideos
que o compoe.
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Genomica

@ Gendmica: Estudo dos genes de um determinado organismo.

@ Sequenciamento de um genoma fornece a disposicdo dos nucleotideos
que o compoe.

» Cobertura média: Ndmero médio de vezes que cada nucleotideo foi lido
no sequencimento.

LxN

G

C é a cobertura média, L é o tamanho médio dos reads, N é o nimero
de reads e G é o tamanho do genoma (bp).

C:
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Genomica

@ Gendmica: Estudo dos genes de um determinado organismo.

@ Sequenciamento de um genoma fornece a disposicdo dos nucleotideos
que o compoe.

» Cobertura média: Ndmero médio de vezes que cada nucleotideo foi lido
no sequencimento.

LxN

G

C é a cobertura média, L é o tamanho médio dos reads, N é o nimero
de reads e G é o tamanho do genoma (bp).

C:

@ Montagem: Combinagdo de fragmentos de DNA (reads) para
obtenc3o da sequéncia original.
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Base de dados

@ Base de dados de anotacdo: Local de armazenamento de dados
bioldgicos estruturado em diversas informacgdes.
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Base de dados

@ Base de dados de anotacdo: Local de armazenamento de dados
bioldgicos estruturado em diversas informacgdes.
» GenBank: Um abrangente banco de dados puiblico de sequéncias de
nucleotideos, suporte bibliografico e anotacdo bioldgica. Ele é fornecido
pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI).

» Gene Ontology (GO): Fornece ontologias que representam as
propriedades de um gene (componente celular (CC), fungdo molecular
(MF) e processo biolégico (BP)).

» UniProt: Repositério de sequéncias de proteinas e dados de anotacéo,
constituido por UniProtKB, UniRef e UniParc.
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Base de dados

@ Base de dados de anotacdo: Local de armazenamento de dados
bioldgicos estruturado em diversas informacgdes.

» GenBank: Um abrangente banco de dados puiblico de sequéncias de
nucleotideos, suporte bibliografico e anotacdo bioldgica. Ele é fornecido
pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI).

» Gene Ontology (GO): Fornece ontologias que representam as
propriedades de um gene (componente celular (CC), fungdo molecular
(MF) e processo biolégico (BP)).

» UniProt: Repositério de sequéncias de proteinas e dados de anotacéo,
constituido por UniProtKB, UniRef e UniParc.

» KEGG: Repositério formado por informagdes gendmicas, informagoes
quimicas e sistema de informacdo. Seu diferencial é a formac3o de
redes moleculares.
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A classe Oomycetes

@ Oomycetes: Centenas de organismos que incluem patégenos de
plantas que causam grande impacto na agricultura.

Rhizaria
Foraminifera

Plantae
Land plants.
Chlorophytes

Dictyostelids Discieristaras

Unikonts

Excavates

Figura: Um esquema da filogenia dos eucariotos, divididos em seus cinco
superreinos (Tyler et al., 2006).
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A classe Oomycetes

@ Phytophthora: Literalmente significa destruidor de plantas, é um
género da classe Oomycetes.
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A classe Oomycetes

@ Phytophthora: Literalmente significa destruidor de plantas, é um
género da classe Oomycetes.

o Este estudo sobre Oomycetes serd desenvolvido baseando em:
» Quatro espécies de Phytophthora:

*

Phytophthora sojae - P. sojae
Phytophthora ramorum - P. ramorum
Phytophthora capsici - P. capsici
Phytophthora infestans - P. infestans

* ¢
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A classe Oomycetes

@ Phytophthora: Literalmente significa destruidor de plantas, é um
género da classe Oomycetes.

o Este estudo sobre Oomycetes serd desenvolvido baseando em:
» Quatro espécies de Phytophthora:
*  Phytophthora sojae - P. sojae
Phytophthora ramorum - P. ramorum
Phytophthora capsici - P. capsici
Phytophthora infestans - P. infestans

* ¢

> Uma espécie de Phytium: Phytium ultimum - P. ultimum
» Uma espécie de Mildio: Hyaloperonospora arabidopsidis - H.
arabidopsidis
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Genomas de Oomycetes a serem estudados

@ Phytophthora sojae e Phytophthora ramorum
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Genomas de Oomycetes a serem estudados

@ Phytophthora sojae e Phytophthora ramorum

» P. sojae é um patdgeno da soja e a P. ramorum é um patdgeno que
causa a morte repentina de carvalhos.

» Ambos seus genomas foram descritos por Tyler et al. em 2006.

» P. sojae foi sequenciada com uma cobertura de 9x gerando uma
montagem de 95 Mbp.

» P. ramorum foi sequenciada com uma cobertura de 7x gerando uma
montagem de 65 Mbp.

» Pipeline de anotacdo do JGI - Joint Genome Institute (19.027 genes
preditos de P. sojae e 15.743 genes preditos de P. ramorum).
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Genomas de Oomycetes a serem estudados

@ Phytophthora infestans
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Genomas de Oomycetes a serem estudados

@ Phytophthora infestans
» P. infestans é o agente patogénico mais destrutivo da batata.
» Seu genoma foi descrito por Hass et al. em 2009.
» P. infestans foi sequenciada com uma cobertura de 9x gerando uma
montagem de 240 Mbp.
» Foram usados os programas Orthosearch e GenelD para a predicdo dos
genes (17.797 genes preditos).
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Genomas de Oomycetes a serem estudados

@ Phytophthora capsici
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Genomas de Oomycetes a serem estudados

o Phytophthora capsici

» P. capsici é um agente patogénico de hortalicas. Seus principais
hospedeiros sdo pimentas e curcubiticeas (abdbora, meldo, melancia,
abobrinha, pepino, etc).

» Seu genoma foi descrito por Lamour et al. em 2012.

» P. capsici foi sequenciada com uma cobertura de 5x (Sanger) e 30x
(454 FLX Titanium) gerando uma montagem de 64 Mbp.

» Para a anotagdo de seu genoma foi utilizado o pipeline de anotagdo do
JGI (19.805 genes preditos).
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@ Hyaloperonospora arabidopsidis
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Genomas de Oomycetes a serem estudados

o Hyaloperonospora arabidopsidis

» H. arabidopsidis é o agente patogénico natural da Arabidopsis thaliana.

» Seu genoma foi descrito por Baxter et al. em 2009.

» H. arabidopsidis foi sequenciada com uma cobertura de 9.5x (Sanger) e
46x (lllumina) gerando uma montagem de 81.6 Mbp.

» Para a anotacdo de seu genoma foram utilizados métodos ab initio
(utilizagdo do programa SNAP) e a utlizagdo do BLASTx contra o
banco de dados NR do NCBI (14.543 genes preditos).
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Genomas de Oomycetes a serem estudados

@ Phytium ultimum

Lucas Miguel de Carvalho (IC - Unicamp)

Proposta de Dissertacdo de Mestrado



Genomas de Oomycetes a serem estudados

@ Phytium ultimum
» P. ultimum pode causar uma grande variedade de doencgas, como
podriddo das sementes e caimento de folhas e caules, além de deixar
seu hospedeiro mais suscetivel a pragas.
» Seu genoma foi descrito por Lévesque et al. em 2010.
> P. infestans foi sequenciada com uma cobertura de 8x gerando uma

montagem de 42.8 Mbp.
» Para a anotacdo de seu genoma foi usado o programa MAKER (15.290

genes preditos).
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Anotacao de genomas

@ Anotar é associar informacdes as cadeias obtidas no sequenciamento.
Existem anotacOes manuais e automaticas, sendo as automaticas as
mais importante em projetos de sequenciamento de genomas.
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@ Depende de um banco de dados. Existem dois tipos:

» Curados: Se acredita que a transferéncia de informacdo é de forma
responsavel.
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Anotacao de genomas

@ Anotar é associar informacdes as cadeias obtidas no sequenciamento.
Existem anota¢Ges manuais e automaticas, sendo as automadticas as
mais importante em projetos de sequenciamento de genomas.

@ Depende de um banco de dados. Existem dois tipos:

» Curados: Se acredita que a transferéncia de informacdo é de forma
responsavel.

» N3o-curados: Apresentam problemas e inconsisténcias em suas
anotac¢des.
@ Com o aumento do nimero de banco de dados, a reanotacdo - uso de
banco de dados mais recentes para consolidar as anotacdes anteriores
- é uma tarefa necessdria para comparar evolugcdes ou erros em
relacdo aos dados originais.
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Anotacao de genomas

@ Exemplo - Reanotagdo ao longo do tempo da A. thaliana

Nature  TIGRL _ TIGR2 _ TIGR3 _ TIGR&  TIGR5 _ TAIR6  TAIR7

T4/12/00 17/01/01 11/00/01 02/08/02 18/04/03 20/01/04 11/11/05 24/04/07
115410 116238  117.227  117.077  119.055 118998  119.186  119.186
26207 26541 26.819

Data de publicagdo

Tamanho do genoma (Mbp)
Proteinas codificadoras de genes 25.498 25.554 26.156 27.117 27.170

Transposons e pseudogenes n/a 1274 1305 1967 2218 3786 3818 3889
Genes anotados com variante de splice alternativo n/a 0 28 162 1267 2330 3159 3866
Densidade do gene (kb por gene) 4.50 4.55 4.48 4.32 4.38 4.54 4.48 4.44
Exons/genes 5.20 5.23 5.25 5.24 5.31 5.42 5.64 5.79
Tamanho médio dos éxons (bp) 250 256 265 266 279 276 269 268
Tamanho médio dos introns (bp) 168 168 167 166 166 164 164 165
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Objetivos

@ Avaliar mdltiplas anotagbes automaticas de um mesmo genoma ou de
genomas proximos e produzir anota¢des de consenso
automaticamente utilizando novas metodologias de anotagao.
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Motivacao

@ A anotacdo de genomas é um processo sujeito a erros.
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Motivacao

@ A anotacdo de genomas é um processo sujeito a erros.

» Fontes de erros sdo: Montagem incorreta, determinag¢do imprecisa da
entrada mais similar em uma base de dados e transferéncia de erros da
base de dados.
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Motivacao

@ A anotacdo de genomas é um processo sujeito a erros.

» Fontes de erros sdo: Montagem incorreta, determinag¢do imprecisa da
entrada mais similar em uma base de dados e transferéncia de erros da
base de dados.

@ Verificamos a anotacdo da P. sojae, buscando todos os genes em que
o produto (campo Product Description) contém as palavras
hypothetical e unknown.

> Total 26.585 genes de P. Sojae.

» 18.127 (68%) estdo anotados com um desses termos hipotéticos.

> Desses genes hipotéticos, 5.441 genes (30%) possuem alguma
evidéncia de que algo melhor do que hipotético poderia ter sido predito.
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Metodologia
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Metodologia

@ Levantar estratégias de anotacdo automatica na literatura.
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Metodologia

@ Levantar estratégias de anotacdo automatica na literatura.
@ Consolidar as anotacdes:

» Estratégias baseadas em cadeia: Clustering.
» Estratégias baseadas nas prdprias anota¢des: Grafo de termos.
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Metodologia

@ Levantar estratégias de anotacdo automatica na literatura.
@ Consolidar as anotacdes:

» Estratégias baseadas em cadeia: Clustering.
» Estratégias baseadas nas prdprias anota¢des: Grafo de termos.

@ Utilizar os genomas de Oomycetes disponiveis no FungiDB, e
melhorar sua anotacdo.
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Clustering

o Clustering: Agrupamento de um conjunto de cadeias em n-clusters,

segundo uma caracteristica em comum.
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Figura: Exemplo de Clustering usando termos GO.
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Grafo de termos

o Grafos de Termos: Exibe a conectividade entre cada genoma e suas
proximidades. Verificacdo de transferéncia de func¢do bioldgica por
relacdes entre genes mal anotados e outros da mesma classe.

P. sojae P. ramorum P. infestans

o

P. ultimum

P. capcisi

Figura: Exemplo de Grafo de Termos para os genomas de Oomycetes a
serem estudados.
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Metodologia

@ Passos para a reanotag3o:
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Metodologia

@ Passos para a reanotag3o:

» Uso de pipelines automaticos de anotacdo de eucariotos para atualizar
as anota¢des dos Oomycetes.
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Metodologia

@ Passos para a reanotag3o:
» Uso de pipelines automaticos de anotacdo de eucariotos para atualizar

as anota¢des dos Oomycetes.
» Levantamento dos genes mal anotados das espécies citadas de
Oomycetes (utilizacdo de ferramentas de comparacdo de genomas).

Lucas Miguel de Carvalho (IC - Unicamp) Proposta de Dissertagdo de Mestrado 18/12/2013 20 /31



Resultados esperados
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Resultados esperados

@ Com o uso da nova metodologia sugerida, espera-se a obtengdo de
novas informacdes e melhoramento das anotacles das espécies de
interesse.
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Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Atividades|o, [o,l03lo4]os|o6|o7]oglool10]11]12]13]14]15]16]17]18]10]20[21 22]23]24
I [X[X[X[X| [X[X|X|X
Il XXX XX
I XX [X[X
v XXX
v XX [X[X
Vi XXX [X[X
VII X[ X[X[X[X
VI XXX
IX X

I. Disciplinas Obrigatdrias.

Lucas Miguel de Carvalho (IC - Unicamp) Proposta de Dissertacdo de Mestrado 18/12/2013 22 /31



Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Atividades| o, 15/ 03]04l05]06/07|08l0o10[11]12]13]14]15/1617]18]19]2021 222324
I IX(X[X[X| [X[X[X[X
I XX XXX
I X XXX
v XIX|X
Vv XX XX
Vi XX XXX
VI XX XXX
VIl XXX
IX X

[I. Elaboracdo e defesa do Exame de Qualificag3o.
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Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Athldade501 02/03]04/05[06|07(08|09(10(11|12|13|14|15|16|17|18|19(20|21|22|23(24
| X XXX X[ XXX
Il XXX XX
Il XXX X
v X| XX
v X[X|X|X
Vi X|X|X[X|X
VI X|X|IX[X[X
VIl XXX
IX X

[Il. Programa de Estagio Docente (PED).
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Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Atividades|o, [o,l03lo4]os|o6|o7]oglool10]11]12]13]14]15]16]17]18]10]20[21 22]23]24
I [X[X[X[X| [X[X|X|X
Il XXX XX
I XX [X[X
v XXX
v XX [X[X
Vi XXX [X[X
VII X[ X[X[X[X
VI XXX
IX X

IV. Pesquisa sobre os genomas de Oomycetes.
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Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Atividades|o, [o,l03lo4]os|o6|o7]oglool10]11]12]13]14]15]16]17]18]10]20[21 22]23]24
I [X[X[X[X| [X[X|X|X
Il XXX XX
I XX [X[X
v XXX
v XX [X[X
Vi XXX [X[X
VII X[ X[X[X[X
VI XXX
IX X

V. Verificacdo de possiveis genes mal anotados.
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Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Atividades|o, [o,l03lo4]os|o6|o7]oglool10]11]12]13]14]15]16]17]18]10]20[21 22]23]24
I [X[X[X[X| [X[X|X|X
Il XXX XX
I XX [X[X
v XXX
v XX [X[X
Vi XXX [X[X
VII X[ X[X[X[X
VI XXX
IX X

VI. Elaboracdo de um pipeline de anotacdo.

Lucas Miguel de Carvalho (IC - Unicamp) Proposta de Dissertacdo de Mestrado 18/12/2013 27 /31



Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Atividades|o, [o,l03lo4]os|o6|o7]oglool10]11]12]13]14]15]16]17]18]10]20[21 22]23]24
I [X[X[X[X| [X[X|X|X
Il XXX XX
I XX [X[X
v XXX
v XX [X[X
Vi XXX [X[X
VII X[ X[X[X[X
VI XXX
IX X

VIIl. Comparacdo de anotacdes entre os genomas de Qomycetes.
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Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Atividades| o, 15/ 03]04l05]06/07|08l0o10[11]12]13]14]15/1617]18]19]2021 222324
I IX(X[X[X| [X[X[X[X
I XX XXX
I X XXX
v XIX|X
Vv XX XX
Vi XX XXX
VI XX XXX
VIl XXX
IX X

VIII. Finalizagdo da dissertacdo.
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Cronograma

Tabela: Cronograma das atividades previstas.

Meses
Atividades| o, 15/ 03]04lo5]06/07|08l0ol10[11]12]13]14]15/1617]18] 192021 222324
I IX(X(X[X| [X[X[X[X
I XX XXX
1 XX XX
v XIX|X
Vv XX XX
Vi XX XXX
VI XX XXX
VIl XXX
IX X

IX. Defesa do mestrado.
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