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L Motivacdo

Motivacao

Bioinformatica

Seqiienciar um genoma requer fragmentacdo e montagem

[
m

m Montagem esbarra na presenca de regides repetidas

m Seqiiéncias curtas ou muito curtas ndo sdo bem exploradas
[

Clusteriza¢do de ESTs (Expressed Sequence Tags)
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L Objetivos

Objetivos

m Estudo de técnicas de montagem e clusterizacdo
m ldentificar deficiéncias

m Desenvolver e validar metodologias de montagem e
clusterizacao
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Gendmica

m Estudo do genoma
m DNA — dupla hélice
m Complemento reverso
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L Gendmica

Gendmica

m Estudo do genoma
m DNA — dupla hélice
m Complemento reverso
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L Gendmica

Gendmica

m DNA — transcricio — RNA (mRNA)
m RNA tem fita simples, uracila no lugar de timina
m RNA — tradugdo — proteinas
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L Gendmica

Gendmica

m DNA — transcricio — RNA (mRNA)
m RNA tem fita simples, uracila no lugar de timina
m RNA — tradugdo — proteinas

Primeira Segunda base Terceira
base U C A G base
Phe Ser Tyr Cys u
U Phe Ser Tyr Cys c
Leu Ser sToP  sToP| A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg u
Leu Pro His Arg C
C Leu Pro Gin Arg A
Leu Pro Gln Arg G
lle Thr Asn Ser V]
A lle Thr Asn Ser c
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly [¢]
G Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
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LPrv:)jetc»s de Seqiienciamento

Projetos de Seqiienciamento

m Projetos Genomas — visam a obtencdo de genomas completos
m O CNPq aliado ao MCT criou em 2000 a Rede Genoma
Nacional

m Entrez Genome — mais de 2000 virus, 925 bactérias, 1630
eucariotos (em 12 de setembro de 2008)
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LPrv:)jetc»s de Seqiienciamento

Projetos ESTs (Expressed Sequence Tags)

m Visam obter rapidamente uma boa aproximac¢do do indice
génico de um organismo

m ESTs sdo obtidos pelo seqiienciamento de cDNA (gerado pela
a partir do mRNA)

m Produgido de bibliotecas

m dbEST — estavam disponiveis mais de 54.495.893 seqliéncias
publicas de ESTs de mais de 1.594 organismos diferentes (em
12 de setembro de 2008)
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LPrv:)jetc»s de Seqiienciamento

Projetos ESTs (Expressed Sequence Tags)

m Projetos de Seqiienciamento apoiados pela FAPESP:
SUCEST, FORESTs, Projeto Genomas Agronomicos e
Ambientais, Projeto Genoma do Cancer Humano

m Projeto Genoma Café
m Tarefa de alto custo — utilizacdo de ESTs
m Concluido em 2004, resultou em um banco de dados de mais
de 200 mil seqiiéncias de cDNA.
m Identificacdo de mais de 35 mil genes
m 30% das seqliéncias de sua base de dados nunca foram
descritas em bases de dados mundiais.



Montagem de Seqiiéncias Curtas ou Muito Curtas

L Estratégias de Segiienciamento

Estratégias de Seqiienciamento

Tecnologias atuais de sequienciamento limitadas em 1000
bases

Fragmentacgdo: digestdo (enzimas de restricdo), shotgun
(fragmentos tnicos que sdo clonados)

Clonagem

Seqlienciamento por terminagdo de cadeia (Sanger)

Pirosseqiienciamento (454):

m Sintese de DNA em tempo real
m Liberagdo de pirofosfato — luz
m Produz reads curtos (100-200 bases)
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L Estratégias de Segiienciamento
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L Estratégias de Segiienciamento

Pirosseqiienciamento

Polimerase

v
PPi
ATP Sulfurilase
v
ATP
dGTP,dTTP,dCTP
v

LUZ



Montagem de Seqiiéncias Curtas ou Muito Curtas

L Estratégias de Segiienciamento

Pirosseqiienciamento
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L Estratégias de Segiienciamento

Estratégias de Seqiienciamento

m lllumina:
m Seqlienciamento por sintese
m Produz reads muito curtos
m SOLID:
m Analisa genoma do inicio ao fim

m Taxa de erro é zero
m Produz reads muito curtos



L Estratégias de Segiienciamento

Montagem de Seqiiéncias Curtas ou Muito Curtas

Estratégias de Seqiienciamento

Seqiienciamento por: Tamanho (em bases) Bases/Execu¢do Tempo de execugdo

Sanger 1000 100 Kilobases 3,5 horas

454 em 2008 200-300 100 Megabases 7,5 horas

454 em 2009 350-400 400-600 Megabases 7,5 horas
Illumina em 2008 50 3 Gigabases 2-3 dias
Illumina em 2009 75 15 Gigabases 7 dias
SOLID em 2008 35 6 Gigabases 6 dias
SOLID em 2009 50 20 Gigabases 3,5 dias
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Estratégias de Montagem

mE preciso utilizar estratégia de montagem que atinja alta
cobertura da seqiiéncia original

m Genoma completo

m Alinhamento - Similaridade
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Estratégias de Montagem
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m Alinhamento - Similaridade

CAGCACTTGGATTCTCGG
CAGCGTGGTT
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Estratégias de Montagem

mE preciso utilizar estratégia de montagem que atinja alta
cobertura da seqiiéncia original

m Genoma completo

m Alinhamento - Similaridade

m Sobreposicdo-Layout-Consenso

ACTGATGGCCTAATACGATAG

CGATAGTCTGAGACAGAGTCA

ACTGATGGCCTAATACGATAG
CGATAGTCTGAGACAGAGTCA
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Estratégias de Montagem

mE preciso utilizar estratégia de montagem que atinja alta
cobertura da seqiiéncia original

m Genoma completo

m Alinhamento - Similaridade

m Sobreposicdo-Layout-Consenso

m Formacdo de contigs/singletons



Montagem de Seqiiéncias Curtas ou Muito Curtas

LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Estratégias de Montagem

mE preciso utilizar estratégia de montagem que atinja alta
cobertura da seqiiéncia original

m Genoma completo

m Alinhamento - Similaridade

m Sobreposicdo-Layout-Consenso

m Formacdo de contigs/singletons
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m Erros nos reads

m Regides repetidas
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Estratégias de Montagem
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Estratégias de Montagem

Problemas

m Erros nos reads

m Regides repetidas
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Estratégias de Montagem

Problemas

m Erros nos reads

B Regides repetidas

m Mais complexo trabalhar com reads curtos ou muito curtos.
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Estratégias de Montagem

Problemas

m Erros nos reads

B Regides repetidas

m Mais complexo trabalhar com reads curtos ou muito curtos.

38449844

Gene position in 000s

38530934
80 70 60 50 40 30 20 10
t t —+H——HH-. t i

100 nt read length

« —=med 50 Nt read length

« 25 nt read length

Trecho do cromossomo 17 humano

H exons



Montagem de Seqiiéncias Curtas ou Muito Curtas

LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Estratégias de Montagem

Problemas

m Erros nos reads

m Regibes repetidas
m Mais complexo trabalhar com reads curtos ou muito curtos.

m N3o exploram corretamente ESTs
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Clusterizacao de ESTs

m Clusterizacdo: agrupamento de seqiiéncias semelhantes em
um grupo chamado cluster

m Calculo de similaridade

m E preciso saber quais genes ocorrem em um organismo e
também com que freqiiéncia ocorrem (nem todos os genes
ocorrem com a mesma freqiiéncia)

m Obtenc3o da seqiiéncia consenso, formada pela andlise das
seqliéncias que formam o cluster e que é aceita como a
seqliéncia com maior probabilidade de ser a do gene existente
no organismo

m ESTs apresentam particularidades como SNP, dominios
conservados e familias multigénicas.
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Clusterizacao de ESTs

Problemas

m ESTs possuem problemas com seqiiéncias redundantes,
regides de baixa qualidade e quimeras

m Métodos tradicionais de montagem n3ao exploram
clusterizacdo de ESTs
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Clusterizacao de ESTs

Problemas

s WNhRK

m ESTs possuem problemas com seqiiéncias redundantes,
regides de baixa qualidade e quimeras

m Métodos tradicionais de montagem n3ao exploram
clusterizacdo de ESTs

CTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTTGAGTT
GAGCACTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTT
GAAAAGGATCTTTCTGATTCTCGAAGAATGAGGGGCAAGGGGATTGATCGA
CGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTTGAGTTATGGACGA
CAAGTAGCTTTGGTAATCTTCTCAGTACAACCGACCCACCGTTTCAATCTTTGTA
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Clusterizacao de ESTs

Pr
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ESTs possuem problemas com seqiiéncias redundantes,
regides de baixa qualidade e quimeras

Métodos tradicionais de montagem nao exploram
clusterizacdo de ESTs

CTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTTGAGTT
GAGCACTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTT
GAAAAGGATCTTTCTGATTCTCGAAGAATGAGGGGCAAGGGGATTGATCGA
CGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTTGAGTTATGGACGA
CAAGTAGCTTTGGTAATCTTCTCAGTACAACCGACCCACCGTTTCAATCTTTGTA

Cluster
GAGCACTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTAAGTTTGAGTTATGGACGA
GAGCACTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTT
CTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTTGAGTT
CGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTTGAGTTATGGACGA
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LEstratégias de Montagem e Clusterizagdo

Clusterizacao de ESTs

m ESTs possuem problemas com seqiiéncias redundantes,
regides de baixa qualidade e quimeras

m Métodos tradicionais de montagem n3ao exploram
clusterizacdo de ESTs

CTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTTGAGTT
GAGCACTGCTTTAAGGGTCGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTT
GAAAAGGATCTTTCTGATTCTCGAAGAATGAGGGGCAAGGGGATTGATCGA
CGTTAATTGACGACTCTTGATATTTACTTAGTTTGAGTTATGGACGA
CAAGTAGCTTTGGTAATCTTCTCAGTACAACCGACCCACCGTTTCAATCTTTGTA

s WwN K

Cluster-Singleton

3 GAAAAGGATCTTTCTGATTCTCGAAGAATGAGGGGCAAGGGGATTGATCGA
Cluster-Singleton

5 CAAGTAGCTTTGGTAATCTTCTCAGTACAACCGACCCACCGTTTCAATCTTTGTA
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LPrv:)gramas para Montagem e Clusterizagdo

Programas para Montagem e Clusterizacao

m Phrap
m CAP3
m Suporte para reads curtos:

m Celera Assembler
AMOS

MIRA

VCAKE

VELVET

SSAKE

SHARGS
EULER-SR
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Materiais e Métodos

m ESTs: O Projeto FINEP (0886,/2007) gerara mais de um
milhdo de seqliéncias curtas de planta Coffea arabica L. cv.

m Parceria com Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen) e projeto universal CNPq (486303/2006).

m Linguagem de programacdo Python — biblioteca Biopython.
m Testes com alguns dos softwares existentes

m |dentificacdo de deficiéncias
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LMateriais e Métodos

Materiais e Métodos

m Construcdo de metodogia:

Preparacdo das seqiiéncias — pré-processamento
Desenvolvimento de ferramentas que supram as deficiéncias
encontradas

Validagdo da metodologia desenvolvida

Comparagdo com alguns dos softwares existentes

Avaliagdo qualitativa, por bidlogos

Avaliagdo quantitativa: consisténcia interna, consisténcia
externa, discrepancia de bases, etc.
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L Cronograma

Cronograma
2008 2009 2010
STO[N[D[JJF[M[A[M[I[JJIJA]SJO[N]D[J]JF
1 [ x [ x| x]|x
2 [ X
3 X |
4 [ X [ x [ xJx
5 X [ X [X
6 [ x [ x[Tx]

Disciplinas obrigatérias do programa de mestrado.
A Escrita do projeto de mestrado.

Exame de qualificag3o.
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L Cronograma

Cronograma

2008 2009 2010
S[O[N][D[J[F[M[A[M[JIJ[I[A[S[O[N]D [JTF
1 [ x| x[x]|X
2 [ X
3 X |
4 [ x [ x [ xTJx
5 X [ X [X
6 [ x [ xTx]

A Estudo da linguagem de programacado Python e da biblioteca
BioPython, especifica para bioinformatica.

B Testes de algoritmos existentes.

@ Identificacdo de problemas.
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L Cronograma

Cronograma
2008 2009 2010
SO N][D[J]JFM[A]M[JI[JIJ[A]SJO[N]D[J]JF
7 X | x| X
8 X [ XX
9 X [ x [ x]J
10 [x Tx[x[ x| x|x
11 X |
12 [ X

Construgao da metodologia.
H Implementacao.
El Testes.
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L Cronograma

Cronograma
2008 2009 2010
S[O[N[D[J[F[M[A[M[JI[JIT[A[S[O[N]D[JTTF
7 X [ x [ x
8 X [ XX
9 X | X [ X ]
10 [x[x[x[x|x[|x
11 X |
12 | x

it Escrita da dissertac3o.
Revisdo final do texto da dissertacio.

i Defesa da dissertacio.
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