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Resumo

Os projetos cientificos, que tem como objetivo a analise de sequéncias de cDNA, RNA
ou sequéncias protéicas, fazem uso de ferramentas de bioinformatica para o
processamento, analise, armazenamento e visualizacdo de seus dados e resultados
obtidos. Tais projetos, geralmente, envolvem pesquisadores de diferentes areas e de
diferentes localidades. Essa problematica esta presente no projeto da Universidade de
Ribeirdo Preto (UNAERP) intitulado “Construcdo de uma biblioteca de cDNA de
glandula de peconha da aranha Parawixia bistriata” financiado pela FAPESP, sob
coordenacao da Prof? Dr2 Sénia M. Zingaretti. No projeto, os cromatogramas gerados
como resultado do sequenciamento de cDNA devem ser processados para analise da
gualidade das bases e remocdo de possiveis contaminantes (vetores e/ou
adaptadores). ApoOs esse processamento, deve ser realizado o arranjo das sequéncias
para ser analisadas e armazenadas, para tanto, as ferramentas de bioinformética
devem ser empregadas. Portanto, o presente projeto tem como objetivo a aplicacdo de
ferramentas de bioinformatica para o arranjo e alinhamento de sequéncias de cDNA da
aranha Parawixia bistriata, assim como o desenvolvimento de um sistema web que
permitiu a visualizacdo dos dados resultantes do arranjo e alinhamento pelos
pesquisadores colaboradores do projeto. O arranjo das sequéncias foi realizado
fazendo uso das ferramentas PHRED/CROSSMATCH/CAP3. Os alinhamentos locais
foram realizados através das ferramentas BLASTX e BLASTN. O sistema web foi

desenvolvido e encontra-se disponivel no endereco: http://bioinfol.fmrp.usp.br/~ccintra/

Palavras chave: bioinformética, peconha, cDNA;
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Copltulo 1 - Introduglio

1. 1. CONTEXTUALIZACAO

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica vem concentrando esforcos em
pesquisas na area de gendmica com o intuito de se verificar a sequéncia de DNA e a
identificacdo das regibes codificadoras de genes em genomas nos mais variados
organismos. Isso tem possibilitado avancos significativos no entendimento filogenético
de espécies, de funcbes metabdlicas, até entdo desconhecidas, bem como a
possibilidade de um avanco biotecnoldgico pronunciado nas mais variadas areas de
ciéncias médicas e bioldgicas.

O projeto da UNAERP, “Construcdo de uma biblioteca de cDNA de glandula de
peconha da aranha Parawixia bistriata”, sob a coordenacdo da Prof2 Dr2 Sénia M.
Zingaretti e, financiado pela FAPESP, objetiva selecionar genes que codifiquem
possiveis peptideos com fungéo bioldgica a partir de tecido da glandula da peconha de
P. bistriata, bem como a criacdo de um banco de dados de cDNA que possa fornecer
informacdes biologicas importantes do tecido da glandula da peconha da P. bistriata.
Para a identificacdo e a caracterizacdo funcional de ESTs, fez-se necessario 0 uso de

ferramentas de Bioinformatica.

O processo de sequenciamento, inicia-se pela extracdo das glandulas da

peconha da P. Bistriata, seguido pela extracdo do RNA total e isolamento do mRNA,
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obtendo, assim, uma biblioteca com os DNA complementares (cDNA), que foram
inseridos o0 sequenciador, resultando nos cromatogramas. ApoOs este processo, ha
necessidade de fazer o arranjo dessas sequéncias. Ferramentas de bioinformética
auxiliam nesse processo, analisando a qualidade das bases e realizando o “assembly”
(arranjo) das sequéncias. ApOs a obtencdo das sequéncias “contigs” e “singlets”, os
resultados do arranjo de sequéncias, alinhamentos globais devem ser realizados na
busca por similaridades com sequéncias ja depositadas no banco de dados publico. A
partir desta etapa, da-se inicio a analise dos resultados na busca pela identificacdo de

fins e fungbes biolodgicas.

1. 2 OBJETIVO

O presente projeto tem como objetivo a aplicacdo de ferramentas de
bioinformatica para o arranjo e alinhamento de sequéncias de cDNA da aranha
Parawixia bistriata, assim como o desenvolvimento de um sistema web que permitiu a
visualizacdo dos dados resultantes do arranjo e alinhamento das sequéncias pelos

pesquisadores colaboradores do projeto.



1. 3 ORGANIZACAO DA MONOGRAFIA

As realizacbes desse trabalho estdo descritas nos proximos capitulos desse
documento da seguinte forma: o Capitulo 2 apresenta a metodologia utilizada no
desenvolvimento deste projeto, citando as ferramentas utilizadas, bem como as
linguagens para o desenvolvimento do sistema web; o Capitulo 3 apresenta os
resultados obtidos bem como o sistema web. O Capitulo 4 destina-se a explorar as

conclusdes do trabalho desenvolvido.



Copltulo 2 - Metodologia

2. 1. CONSIDERACOES INICIAIS

Neste capitulo sera apresentada a metodologia utilizada para o arranjo de
sequéncias obtidas da glandula de peconha da aranha Parawixia bistriata, utilizando as
ferramentas PHRED (EWIN & GREEN, 1998), CROSSMATCH (EWIN & GREEN, 1998)
e CAP3 (HUANG, & MADAN, 1999), assim como a metodologia utilizada na busca por
similaridade em bancos de dados publicos, utilizando a ferramenta Blast (ALTSCHUL
ET AL, 1997), para o alinhamento das sequéncias. Sao softwares livres
disponibilizados, mediante controle, para fins académicos.

Todas as sequéncias e resultados foram armazenados no servidor local da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, disponibilizado pelo Laboratério de
Bioinformatica, sob coordenacédo da Profé. Dr2. Silvana Giuliatti, do Departamento de
Genética, e disponibilizados para visualizacdo no sistema Web (Word Wide Web).

Para os scripts, a linguagem selecionada foi a Perl (WALL, L. 1987), além de ser
executada praticamente em toda parte, € disponibilizada gratuitamente e, ainda, ndo
impde limitacdes arbitrarias sobre seus dados, sendo utilizada diariamente em variados
campos de pesquisa que vao desde a engenharia aeroespacial até a biologia molecular.

Para o desenvolvimento do sistema Web foi utilizado o HTML (HyperText Markup

Language), que utiliza etiguetas com comandos de formatacdo da linguagem, o Flash,
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software que suporta animacdes interativas embutidas em um navegador Web, e o PHP

(Hypertext Preprocessor), que permite gerar conteudo dinamico.

2. 2. LEVANTAMENTO DOS DADOS UTILIZADOS

A coleta das amostras e 0 processo de sequenciamento foram realizados pelos
pesquisadores do Departamento de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto
(UNAERP) sob a coordenacao da Prof2 Dr @ Sénia M. Zingaretti.

A prospeccdo de genes de interesse em glandula de peconha da aranha
Parawixia bistriata disponibilizou um total de 1223 placas. A partir desses
cromatogramas gerados deu-se inicio a fase de analise das bases e arranjos das
sequéncias. Todo esse processo, como dito anteriormente, foi realizado através de
ferramentas de bioinformética e serd descrito com maiores detalhes nas proximas

secoes.



2. 3. DEFINICAO DO ARRANJO DAS SEQUENCIAS

Nesta fase do projeto foi realizado o pipeline para o arranjo das sequéncias. Uma
colecdo de dados de um programa é utilizada como colecdo de entrada de outro
programa, com uma semantica apropriada. Este conceito é denominado pipeline.

Desta forma, de posse dos cromatogramas e das sequéncias de vetor utilizadas
no sequenciamento, o arranjo de sequéncias foi realizado através do pipeline PHRED/
PHD2FASTA/ CROSSMATCH/ CAP3. A seguir, é possivel observar um diagrama

(FIGURA 2.1.) com o pipeline executado neste projeto.



Figura 2.1. — Pipeline utilizado no arranjo (PHRED, PHD2FASTA, CROSSMATCH e Cap3) e alinhamento

das sequéncias (BlastX e BlastN), e em seguida armazenamento e disponibiliza¢&o por interface gréfica.

E possivel observar que se inicia com a cépia dos cromatogramas no diret6rio
especificado para a execucdo do PHRED. Esses dados foram utilizados pelo
PHD2FASTA, que converte os dados gerados em FASTA para que o0 CROSSMATCH
identifigue e mascare o0s vetores contaminantes. Os dados provenientes do
CROSSMATCH foram montados pelo CAP3 que separa os dados em singlets e contigs
para, em seguida, serem comparados, pelo BlastX e BlastN, com banco de dados
internacionais disponibilizados pelo NCBI. A apresentacdo dos resultados seguirda a

ordem na qual os programas foram utilizados no pipeline.



2. 4. DEFINICAO E USO DE FERRAMENTAS DE BIOINFORMAT ICA

2.4.1. PHRED

Esta ferramenta pode ser associada a um digitalizador de leituras de DNA, sendo
uma forma estruturada de resolver problemas em uma sequéncia logica.

Ap6s a entrada dos cromatogramas, o software PHRED' reconhece a sequéncia
de nucleotideos a partir do arquivo de dados brutos provenientes dos sequenciadores
autométicos de DNA, |é os dados, monta a estrutura de nomenclatura da placa
sequenciada para facilitar a identificacao e localizacao de cada clone, e decodifica cada
sequéncia, atribuindo a qualidade do sinal, chamado base calling, que séo valores de
qualidade atribuidos as bases constituintes da sequéncia nucleotidica e, por fim, gera
arquivos de saida contendo informacfes sobre o base calling e os valores de
gualidades.

Para montar a estrutura, decodificar a sequéncia e atribuir valor de qualidade, o
software utiliza algoritmos de tratamento de sinais, e para atribuir os valores de
gualidade da base, o algoritmo passa por quatro fases na qual determina o pico ideal e
0 pico observado, compara os dois picos através de programacéao dinamica e por fim,

guantifica a qualidade do sinal (base calling). Tal valor € estimado através do erro de

! http://bozeman.genome.washington.edu/phrap.docs/phred.html



leitura calculado para cada base e corresponde a um inteiro entre 0 e 99, e quanto
maior o valor de qualidade, menor o erro.

A execucao do PHRED é feita atraves de linha de comando. Na FIGURA 2.2.
pode-se observar um exemplo de sintaxe, montado de acordo com a necessidade do
projeto. Entretanto, varios valores “default” podem e, dependendo do projeto, devem ser

alterados na busca por resultados mais precisos.

phredﬁ—i.;c?_i chromat_dir [-pd | phd_dir

Lé e processa Grava os arquivos
—

OSs arquivos. * phd.1.

FIGURA 2.2. Um das sintaxes possiveis de execu¢do do PHRED

Em seguida, a ferramenta PHRED gera um unico arquivo de saida (*.phd)
contendo as bases lidas pelo sequienciador com suas respectivas qualidades. Para
separar as sequéncias em arquivos individuais, fez-se uso de um script em Perl.

Na FIGURA 2.3. & apresentado um arquivo de saida .phd, da ferramenta
PHRED, que possui um cabecalho e trés colunas, sendo que a primeira indica a base, a

segunda indica o valor de qualidade e a terceira indica a posi¢cio da base no trago.



BEGIN_SEQUENCE O1PE4401.g
BEGIN COMMENT

CHROMAT FILE: O1PB4AO1.g
LBI THUMEPRINT: 102136020110002170212314215255
PHRED VERSION: 0.990722.f
CALL_
OUALITY LEVELS: 99

TINE:

TRACE ARRAY MNIN TNDEX: O
TRACE ARRALY MAY TNDEX: 14058

TRIN:
CHEHM:
DYE:

END COMMENT

METHCD: phred

Wed Feb 27 16:17:49 2003

-1 -1 0.0500

unknouwn
unknouwn

U A - o A L R o L o o e

g z1s0 o & 13810
9 2190 o & 13825
g & zz207 a 10 13838
2 g & 2220 o 10 13847
g 11 zz41 & 10 13860
o & 2253 o B 13869
t & 2264 o 7 o13gE3
a9 2278 t 7 13896
£ 11 2295 g 8 13506
o9 231z t 10 13915
a 10 2321 & 10 13932
a 10 2337 & 10 13944
53 2353 g 6 135948
g 16 2371 o & 13965
a 16 2387 g 8 13973
t 9 2402 o 9 13983
t 7 2419 o 7 14004
g 7 2430 c 6 14011
g 8 2437 o 9 14024
a 8 2455 o O 14035
a9 2473 o 9 14048
o 9 2484 a 4 14057
END_DNA

END_SEQUENCE

Cabegalho

Figura 2.3. Arquivo de saida PHRED (.phd)

A préxima etapa € a utilizacdo do PHD2FASTA que converte o arquivo (*.phd)

para FASTA apls executar,

(FIGURA 2.4.):

entre as sintaxes possiveis, a seguinte sintaxe
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0s seqs_fasta|-0q |seqs_fasta.qual

ph2fasta -id phd_dir

Escreve um arquivo Escreve um arquivo de
de seqléncias com o qualidade com o nome
nome de “seq_fasta’”. de “seq_fasta.qual’.

FIGURA 2.4. Um das sintaxes possiveis de execug¢do do FASTA

O arquivo FASTA apresenta uma linha de comentério indicada por “>” seguida

pelo nome e origem da sequéncia, com sequéncias em padrdo de simbolos de uma

letra, apresentado na FIGURA 2.5. O arquivo FASTA é um arquivo Unico, e para

separar as sequéncias em arquivos individuais, fez-se uso de um script em Perl.
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>06PRLOSDILAOS ., g CHROMAT FILE: 0O6FLOSDILACOS.g PHD» FILE: OAFROSDILAOS.g.phd.1
CHEM: unknown DYE: unknown TIME: Wed Feh Z7 16:11:27 2005
ngooongancotagacacotognacyr oot tacyatoonnaatocody
gotogactotatggngatgygocagogecttgtgotogotygecaatgo s
googogytocacctgngcgatcatyaagoogyagttcacaccaccgttoos Comentario
caccagysatgyogioagt o gacat gtyct ot coagT ageaac gana
tacgacgotogotoagygageogatttoogogatygocasacoe cat ot g
toggoggooatygoocacogyt toayogtgyaagt tgocgooggaaatoac
gtoaccttoagoogoasacaccaacggyttateogatacgyogtnggott
Ccoacoaccagoacttoggoodoct gy yyaac tgyytcaggoagogoo s
atgacttgoggotyyoaacgoagagagtacgyytocttgyacottgtogoa
gttoctogbgggatggngacactiogotgotttocascoagoagugogogat
atgoggocgototagyagyyatocaagot tacgytacyogtgoatgogacogte
atagotottotattgtgboacctataattoattoaatgyoegtettbbac
aacgtogtgatggyasaacotgyogttaccaacttatocogotyoaacaca
tocootttoogoagtyogt tatagogagaaggoogaccgatogoootte
cascagttgogoaccttgatgggogatJygacgogoctgttacgogoatt
nagogogegogtgtgot gt taccgoacaggt aacgot asaat tooacag
goottacgooogttoctboggottotooottootttotogocagt toge o .
gotttoccgtoaagototasatoyyygotootttaggttocatttatggt | SGqU3"C|ﬂﬁ
tacggoocttogaccoaaasactyattagyt gaagytcactangygoatoo
coctgtttaagytttogootttgagtgyagtocat tocat aatgogoo by
gJtocaagyyacassatcasactttiogyo ittt ttgatatasagacrt oy
cogotttgooototgygtaasaggoogtttocaaattacgogattttacaas
tttagooocoasttggoyo ot ttgyyaagoyogyaaccat byttt totas
aatcasatgtocgoggyasacaacogtaaygtotattt tyaagggatt oo
tttoattoogtgoooctttoocttttggt bt ooty tgUoaccagaca g
agasasagyasactgytogatgyoccagygtocagcgaacctnattoooo
aaattoosagaaaatast gt togogo gat oo oo

Figura 2.5. Arquivo de saida no formato FASTA

A saida do PHD2FASTA, no formato FASTA serd utilizada pelo CROSSMATCH

para identificar e mascarar as bases contaminantes.
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2. 4. 2. CROSSMATCH

No CROSSMATCH? os dados s&o submetidos a uma filtragem para remoc&o das
bases contaminantes. O algoritmo compara cada sequéncia no formato FASTA com as
sequéncias contidas no arquivo vetor e “mascara” as bases contaminantes substituindo-
as por um “X”. A ferramenta pode ser adquirida gratuitamente para fins académicos.

O CROSSMATCH também é executado na linha de comando. Pode-se observar,

a seguir a sintaxe escolhida para executar a ferramenta (FIGURA 2.6.):

CROSS_MATCH SEQS_FASTA VECTOR.SEQ -MINMATCH 12 -

MINISCORE 20 —-SCREEN > SCREE.OUT

FIGURA 2.6. Um das sintaxes possiveis de execug¢do do FASTA

Pode-se observar, na FIGURA 2.7., as bases contaminantes marcadas com “X”.

2 http://www.phrap.org/phredphrap/general.html
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>DlPhDSarrADl.g¢ CHEOMAT FILE: O01PhOSarriCl.g PHD FILE: O1Fkh0OSarrill.g.phd.l
CHEM: unknown DYE: unknown TIME: Wed Feb 27 16:17:55 2008
AGCCNCCNNCCCTGGATCGTC TGAGGTACGGTCCGGALTCCCGGGTCGAN
CCACGCGTCCGATG TG TC AGA L TGATTC TGAARGTGALGAARGTTAGC GA
TCCTTTATGTGCAGGCATAC AL TALGC ACCAGC TATACTCCATGTALTTG
GARGAATGGTTARGALGACGTC TGATGATATARC AR ATGATACCAGLLRG
GALARGTTCGGATAGAAGA R A G TGARGAGTAAGTTGTGTC TTCGARLL DD
CAGRCARTCCAAGAC AGAGGTCATTGCGC TATACTAAAC TG TAC TACAGH
G A B 3 A A A B 3 A A A A B 3 AT B A B A A A B S A B B R T B AR A AT B BT NN N
A A N W W W W W Y
S A A 3 A A A A 3 A A 3 3 3 3 AT B 3 B 3T 3 AT B S A B 3R B BB B S AT B BT NN X
A N W W W W Y
S A B A AT B BT B B B A A B B B A 3 B B B A AT A A B AR B AR A B A A A N
NN TCTTCC TTAATGC CCCTAAATTTGATTGATCCGCCCACGTTA
ACGATATACTTGC TGGGAC AR A CGCCGGTCCCARAATTALC TCCCTTCC
TR TCCCCCTTTCCCCGGTGTCCCAATARAA R TCAACGGGEGEGTCCCCT
TCGALCAGTTTGGGC TTARAGGC ALTGGCCCCACCCTTTATTGGGTTALL
GCCCCGEGTETGGEETTCCCCALRRGRAACC TTCCCTTTCGAGC CGGRAACCC
CGTCTCTTCGTGGATCC TTTCCCALRGEGALA A RCCCACCCCCCCGCGA
TATTTATTTGGGGTACCGGTTTGGGCCACTC TCGCGTTGTGGEGAC ACCCG
COCALRRARCALL R TTEEGEEEETTCCCACAGGGCCCCCOCCCCALRLGEG
GGCCTCCCGGAGATGTGGGCCCCCCTCTATGGGGTTCTTTCCACCAGAR D
ATTCCCCCTTTACGAATCCC TTTATATTTTAAGARTGCGALRAGGZGCTT
GTTTARARA R TTGGGGGCCATARTCCTTCGGCGTATACATATTTACTTCA
CACCACARGTCTGGGGTAATATCGGACAMCCACGEC GG TGCGTTATLLL
TAATCGTCTCGCGCGEC AR R AC ACATGTGGCCCCCGCTATCGCATC AGRG
TACTTCTTCGCCCCA

Bases contaminantes

Figura 2.7. Arquivo de saida CROSSMATCH

2.4.3. CAP3

7

A montagem do genoma a partir dos fragmentos lidos €& realizada pela
ferramenta CAP33, para isso utiliza uma base de valores de qualidade produzidos pelo
PHRED, construindo um alinhamento de multiplas sequéncias e gerando as sequéncias

consensos, separando-as em Contigs e Singlets.

® http://genome.cs.mtu.edu/cap/cap3.html
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O CAPS3 gera as contigs com mais de um read, ou seja, grupos com alinhamento
de multiplas sequéncias, gerando as sequéncias consenso, e 0s singlets, os quais sao
sequéncias unicas, que ndo conseguiram se alinhar a outra sequéncia para formar um
contig.

Em seguida, o algoritmo identifica e numera as sobreposi¢cdes, utilizando frente-
verso para corrigir erros e montar as contigs. As duas leituras devem ser feitas em
sentidos opostos da molécula de DNA, dentro de um determinado intervalo de
distancia.

O CAPS3 gera o arquivo cap3.out, contendo, no inicio do arquivo, os reads de
cada contig (FIGURA 2.8.) e, no mesmo arquivo de saida, as sequéncias de cada

contig (FIGURAZ2.9.).
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Figura 2.8. Arquivo de saida CAP3 - Contigs (reads)
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02Pb0Sarr AD7 . g+ AGTACGATCCGGAATTCCEGETCATACC ACGCETCCGLGALGAGCAGCTCTGCTALCETE
79PBAFO4 . g- GCAGCTCTGCTAACGTE
23Pb0SarrDO3 . gt CCACGCTTOCG-GALGAGC ACTTCTGC TAACGTG
17Pb05SareCOs . g+ GAGCAGCTCTGCTAACGTG
50PhOSarrB1Z .o+ GCTCTGCTALCGTG
16PBOSArrCos . g+ GGARTCCCOOOTCGATCCACGCGTOC -~ GOAGCAGCTO TGO TAACGTS
11Ph05SarrEO3 . g+ . GCTCTGCTALCGTG
02PbOSDILADT . g+ bi ACGTG
congensus  DCAUBNCIOS S e O CCGAATCGATCCACGCGTCOOAGALGAGCAGCTCTACTARCGTE
02Pb0Sarr AD7 . g+ TTTGCCAGGAGAAATARTALTAAAAARATATOTCGAAGTACGTGACATTTTTGATTTTGE
JOPEAFO4 . g- TTTGCCAGGAGAAATAATARTAAAAAAATATOTCGAAGTACGTGACATTTTTGATTTTGE
23Pb05arrDO3 . g+ TTTGCCAGGAGAAATAATALTAAAARAATATOTCGAAGTACGTGACATTTTTGATTTTGS
17Pb05SareCOs . g+ TTTGCCAGGAGAAATARTARTAAAAARATATGTCGAAGTACGTGACATTTTTGATTTTGE
50PbOSarrE1Z . g+ TCTGCCAGGAGAAATACTALTAAMAA A ATATOTCGALGTACGTGACATTTTTGATTTTGE
16Ph05SarrCos . g+ TTTGCCAGGAGAAATARTALTAAAARRATATOTCGAAGTACGTGACATTTTTGATTTTGE
11Ph05SarrEO3 . g+ TTTGCCAGGAGAAATARTAATAAAAARATATGTCGAAGTACGTGACATTTTTGATTTTGE
02PbOSDILADT . g+ TTTGCCAGGAGAAATARTALTNNAARL A ATATOTCGALGTACGTGACATTTNTGATTTGRE
11PhOSDILEOS . g+ ATAATARATAALANATATGTCGAAGTACGTEACATTTGTGATTTTGE
15PROZDILCOZ . g+ TAARRAATTTTGTCAAATTACTTGACTTTTTTGATTTTOC
SONIAPLOSF_BOS .hb_ 04+ GACATTTTTGATTTCGC
SONTAPLOSF COZ_.hb_O0+ GACATTTTTGATTTTGE
consensus TTTGCCAGGAGAAATAATALTAARAARATATOTCGALGTACGTGACATTTTTGATTTTGC

Figura 2.9. Arquivo de saida CAP3 — Contigs (Sequéncias)

O CAP3® ainda gera os singlets (FIGURA 2.10.), sequéncias que n&o
conseguiram se alinhar a outra sequéncia para formar um contig, ou seja, um arquivo

FASTA contendo read sem nenhum match.
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2.4.4.

*CHROMAT FILE: PEO1001BOTF.g PHD FILE: PEO1001BOVF.g.phd.l
CHEM: unknown DYE: unknown TIME: Thu Aug 21 14:11:27 2008
GGTCCNNGGGGGEGCTACCTAGNGTCCCTGAGTACGCTCCGNARRATCCCCGGTTCAAGC
GLAGCGTCCGATACGTATCACTOCCATCGRAAGCGCGGCGCTGCGGGCCTCCARCAGCCG
AACRATCAGTCTGAGCCCRAACRCCGRAGGRGCGRAGGTGGCCGGCGATOGACCACTGCAGT
TeGCCCGTOETCATGTCGAGCACGCCGATCAGCAGCGTGACGRACATCATGTTCGGGTAG
TTCTCOGACAGGCGETTGTTGATCTTCTGCATGATCAGCGCCGGGTCOGGTCTCGTCCTCG
GLGGTOGCGCGGATCAGGOTGCGCGTGACCGCCATGARCAGCGCCGCCGGCACGCCCTTG
TeCGACACGTCCCCGATCOCCAGGCATAGCCGGCCGTCGGGCAGCCTGARGTAATCGTAG
AGGTCGCCGCCCACTTCCTTOOCCGECAGCATCACGGCGTTCAGGTCGATCTGCTCGLGE
GTGATGGGCGACAGCOGCACCOOCAGCAGGCCGAGCTGGATCGCGCGGGUGATGTTCAGE
TCGCTCTCGAAGCGTTCGCGCGCGETOGTCTCGCGCATCAAGGGGGCGARGTTCTCGCGE
AGCTTGGGGTTCATTGAACAAGARCGAAGGCGGCAAGCGGGCCCATTTCGTCCTGGTGTT
TETCGGGCAAGGCCGCGARTTTOGCCGGCACGGCCCATTCCOOGGTCCAGTTCTGGTCGG
GECAAAAGGCGGGCCTTATGOGTTAAGGTTTTCAGCGGCCCOTCTARAAGAGTCCAACTT
AACTTAGCGTGGATTGGARGTCATAAC TCCCTCTATTATTGTTACCTAATTTCAATTCAA
TGGGGCCGCEGTTARAACAGTTCCGGAATGGGAAAACCCOGGOGTTACCAAATTAATCGG
CTTGOARAGAAATCCCCCTTTTGCARATGGGGGTTATARAGAALALR

Figura 2.10.. Arquivo de saida CAP3 - Singlets

BLAST

A ferramenta Blast permite comparar uma sequéncia de DNA ou proteina com

um banco de dados de sequéncias (proteinas e DNA). O resultado pode ser utilizado

para inferir relacionamentos funcionais e evoluciondrios, assim como, ajudar na

BN

identificacdo de membros de familias génicas a medida que procura identificar a

presenca de uma sequéncia, de DNA ou proteina, suficientemente parecida com a

pesquisada, previamente depositada em banco de dados publico.
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A ferramenta, adquirida gratuitamente ou executada online, ainda descarta os
resultados ndo produtivos, e estende a vizinhancga da regidao de homologia detectada
até ndo mais conseguir, retornando as sequéncias com maior homologia.

Pode ser dividido em etapas, iniciando pela montagem da lista de palavras,
segue procurando pelas palavras em cada sequéncia do banco, em seguida, para cada
palavra encontrada na sequéncia é realizada uma extensdo em ambas as direcdes,
finalizando com o alinhamento das sequéncias. Desta forma, ndo objetiva atingir o
alinhamento final, mas sim identificar sequéncias com nivel de homologia significativo.

Para se avaliar um alinhamento € significativo ou se € uma mera coincidéncia de
alguns poucos pares de bases que apresentaram alguma identidade entre as
sequéncias, é necessario saber qual a possibilidade daquela similaridade ter ocorrido
ao acaso. Desta forma devem ser observados alguns valores que sao atribuidos pelos
programas escolhidos para o pareamento entre as sequéncias, aferindo a similaridade
dentro do segmento comparado.

O e-value ou equacdo associada ao valor do score, € um importante valor de
analise do alinhamento, pois mede a possibilidade do evento de alinhamento ocorrer ao
acaso. Quanto menor seu valor, menor a chance de tal comparacgéao ter sido encontrada
por pura coincidéncia, desta forma, o melhor alinhamento possivel € alcangado com
e-value igual a zero.

Ha véarias modalidades de BLAST, que podem ser usados para buscas em

diferentes bases de dados de sequéncias, entre elas, o BLASTN* que busca homologia

4 http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/blastn.html
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entre sequéncias de nucleotideos, e o BLASTX®, que busca sequéncias de
nucleotideos e proteinas.

Para os alinhamentos, foram utilizados o BlastX e o BlastN, com um valor
limitante de e-value < 10, selecionado pelos pesquisadores do projeto como um valor
significativo para se adquirir alinhamentos de alta qualidade. Assim, as sequéncias
contigs e singlets foram comparadas com todas as sequéncias de um banco de dados
disponivel pelo NCBI com as sequéncias ndo redundantes do Genbank.

O BlastX (FIGURA 2.11.) traduz a sequéncia de nucleotidos para proteina, isto
€, compara uma sequéncia de nucleotideos, com um banco de dados de proteinas e
classifica as sequéncias com similaridades em ordem da maior para a menor

similaridade de acordo com o e-value.

° http://mwww.incogen.com/public_documents/vibe/details/blastx.html
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Sequences producing significant slignments:

ref[¥E 350336.
ref|¥P 262041,
ref|YP 273571.
ref|YP 234330.
ref[NE 791253.
ref|NE _743007.

L R Ty T W

db3 IBADO1053.1 | heat shock protein Hsach [Pseudomonas putidal

ref{¥F 606731.1| chaperone protein Heclh ([Fseudomonas entomophila...
ref{ZP 01641058.1| Fe-5 protein assemkly chaperone Hsch [Pseudom. ..
ref|YP 001188%387.1| chaperone protein Hsch (Pseudomonas mendocin. ..

gh{RACTI497.2] heat shock protein 66—KEDa [Pseudomonas aeruginosalj
ref|¥F 782322.1| chaperone protein Hech [Fseudomonas aseruginosa
ref|NE 252458.1| chaperone protein HzclA [Pseudomonas. seruginosa

ref{ZF 00973574.1| COGO443: Molecular chapercone [Pseudomonas aer...
ref[YP 001346687.1| Fe-5 protein assembly chaperone HscaA [Paeudo...
ref{ZP 00418128.1| Fe-5 protein assemkly chaperone Hsch [Rzotoba...
=p{0&69221 |HSCA AZOVI Chaperone protein hsch homolog >gi|3046319]...
ref|¥P 001173521.1| chaperone protein Hschd (Pseudomonas stutzeri...

Score | E
(pita) | Value |

| chaperone protein Hsch [Pseudomonas. fluorescens. ..
| chaperone protein Hach [Pseudomonas fluorescens. ..
| chaperone protein Hech [Pseudomonas syringas V. ..
| chaperone protein Hsch [Pseudomonas syringas pDv. ..
| chaperone protein HschA [Pseudomonas. Syringae pDvV. ..
| chaperone protein Hsch [Pseudomonas putida ET24. ..
ref |¥P 001266222.1| chaperone protein Hach [Pseudomonas putida F...
ref|¥P 001667135.1| Fe-5 protein assembly chaperone Hsch [Pseundo. ..
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»ref|YF 350336.1| chaperone protein Hsch [Pseuwdomonzs fluorescens FLO-1]

Sp |Q3KTAS |HSCA PSEPF Chaperone protein hsch homolog

gh{ABATE345.1| Fe-5 protein assenbly chaperone HachA [Psendompnas fluorescens PEO-1]

Length = 821
Score = 432 'bits. (3110), Expect = e=118
Identcities = 241/306. (78%), Positcives = 251/306 (82%), Gapas = &/306 (2%)
Frame = -2
Fuery: 957 AWGGDT*ITHSBVDH--—---—— HORRFFSOWDPGAQLILFOPPAPPESE-D*SCVVEVSY 202
B GGED+ + OH 1D DEGAD L Q K 5 WVEViY

Sbiect: 229 ATGGDSALGGDDFLHAIAGWIIESASLIADLDEGRAORSLLOAACAAFEALTDSDSVEVAY 288

Figura 2.11. Arquivo de saida BlastX

[y
B R Ve

O BlastN compara uma sequéncia de nucleotideos de entrada com todas as

sequéncias de nucleotideos do banco de dados (FIGURA 2.12.).
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Score

Sequences producing =ignificant alignments: tbit=) Value
gb|A¥Y452691 .1 ] Mephila clavata mitochondrion, complete genome Ta Je-10
gb|A¥571145.1 ] Habronattus oregonensis mitochondrion, comnplete g... 70 2e-08

>gb|AY452691.1] Nephila clavata mitochondrion, compiete genome

Length = 1443&
Score = 75.8 bits (38B), Expect = 3Je-10
Identities = T4/86 (B6%)

Strand = Plus f Plus

")

zery: 252 tgttaatcttggaatttggggtttctgtaattocaaggatttgtttttagaattttagtat. 311
| B8 A0 A A N N Y N Y A R G B N Y B R O RO R A G R A A G R0 R A A0 A A A A G 0 O A0 OO O |

Sbict: 14351 tgttaattttagagttiggtgttgoagttattcagggatttgtttttagaattttagtat 14410

L
(4]
B

Cpery: 312 tattgtatgoctttagagtactattaa
I I I T A O O I AN |

tattatatgoccttagaatactattaa 14436

L
8]
Ll
(9]
of
=
1
b
|5
[

Fgb|AY571145.1 ]| Habronattus oregonensis mitochondrion, complete genome

Length = 14381
Score = 68.89 bits (35), Expect = Ze-08
Identities = 53/539 (E88%)
Strand = Plus S Plus

uery: 263 gaatttggggtitotgtaattocaaggatttgtttttagaatttiagtattattgtatgs 321
8 8 A R A O N B Y RV RS A A A R A S N B RO R A A G O O B I A A R A A A O B R A RO RN N O I B AN A A A AN

Sbict: 4174 gaatttggtgtitgotgtaattoceaggatttgtatttagaatttiattgttattatatgs 4232

Figura 2.12. Arquivo de saida BlastN

Alguns outros valores s@o observados na andlise de um pareamento de
sequéncias realizado pelo BLAST como o valor da identidade, que é calculado a partir
da divisdo do numero de caracteres iguais entre as sequéncias pelo comprimento do
segmento alinhado; a presenca ou auséncia de gaps e o quadro de leitura em que a

sequéncia em estudo pareou com a sequéncia do banco de dados.
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2. 5. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA WEB

Para a disponibilizacdo dos resultados, optou-se pela Internet, considerada uma
excelente ferramenta para facilitar a comunicacéo de pessoas, empresas e instituicoes,
disponibilizando informacfes a diferentes pessoas espalhadas por todo o mundo, 24
horas por dia, 7 dias por semana. A facilidade de utilizar esse meio de comunicagao
possibilita a exposicdo de conteudos diversos, a usuarios especificos. Segundo Tim
Bernes Lee (concebeu a web em 1990 no modelo utilizado até hoje), muitas pesquisas
foram feitas na tentativa de solucionar o problema de reorganizacdo da massa de
conteudo da web, e juntamente com um grande grupo de pesquisadores dos Estados
Unidos, o W3C (World Wide Web Consortium) propdem a construcdo de uma camada
de tecnologia sem alterar a interface, com uma representacao estrutural e semantica
automatizada das informacdes existentes, e tais informagbes foram levadas em
consideracédo para a finalizagcéo da interface gréafica.

Desta forma, para o sistema web, buscou-se um modelo que permita a
compreensdo e o gerenciamento de todas as formas de contetdo, com a valoriza¢ao
semantica dos conteludos e de agentes coletores de conteudos para processar as
informacdes e os resultados dos softwares utilizados.

A péagina estruturada foi desenvolvida com a utilizacdo de elementos graficos
com base em conceitos ergonémicos de forma a transmitir, de forma clara e objetiva, a
mensagem desejada. Para Vassos (1998, p. 146) o carater da web € determinado pelo

estilo de escrita, seja ele formal ou informal, com ou sem o uso de jargdes, pela fonte
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usada (casual ou conservadora), por fatores como a cor do texto e do fundo, e ainda,
pelo uso de elementos adicionais tais como animacdo. Portanto, é fundamental na
construcdo de uma pagina observar esses critérios e sua harmonizacao.

O sistema web, apresentado no Capitulo seguinte, foi desenvolvido e encontra-

se disponivel no endereco: http://bioinfol.fmrp.usp.br/~ccintra/

2. 6. CONSIDERACOES FINAIS

Todas as linguagens de programacao, assim como as ferramenta de
bioinformatica, foram selecionadas para que o pipeline e a visualizacdo via web
pudessem ser desenvolvidos de forma pratica, dindmica e segura. O desenvolvimento
de um sistema web foi realizado 4pos o levantamento dos requisitos do usuario, a
analise das tarefas estabelecendo os requisitos do sistema, design da interface, entre
outras técnicas, aplicadas na busca pela melhor apresentacdo dos resultados aos
pesquisadores participantes do projeto. Todos os dados provenientes dos programas
apresentados, foram disponibilizados na web, para os pesquisados do projeto da
FAPESP, buscando sempre a maxima otimizacdo da pagina a ser apresentada ao
usuario com o intuito de possibilitar a analise dos resultados de forma pratica, rapida e

segura.
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C/apl’,’cuLo 3 - Resultados

3. 1. CONSIDERACOES INICIAIS

Para a visualizacdo dos resultados, foi projetada uma interface simples e
eficiente, possibilitando ao usuario visualizar os resultados, assim como, comparar o
resultado de cada programa.

Os cromatogramas foram obtidos ap0s o sequenciamento realizado no
Departamento de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Bioinformatica do
Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Para o arranjo
das sequéncias obtidas, utilizaram-se programas de bioinforméatica, como o PHRED,
CROSSMATCH e CAP3. Para os alinhamentos, utilizou-se as ferramentas BlastX, para
sequéncias de nucleotideos e de proteinas, e BlastN, para sequéncias de nucleotideos,
sequéncias essas, disponibilizados pelo NCBI, utilizando um valor limitante de
e-value < 10 selecionado pelos pesquisadores do projeto como um valor significativo

para se adquirir sequéncias de alta similaridade.
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3.2. RESULTADOS DO CAP3

Apbs o Cap3, obteve-se 124 sequéncias com mais de um read que formaram

sequéncias consensos chamadas contigs, e 656 sequéncias que nao conseguiram se

alinhar a outra sequéncia para formar um contig, chamadas singlets. Com esses

resultados, podemos observar a FIGURA 3.1. com a estatistica do resultado do Cap3.

EContigs-159 %

B Singlets - 84.1%

Figura 3.1. Estatistica Cap3
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3. 3. SISTEMA WEB

A pagina inicial (FIGURA 3.2.) do sistema web apresenta ao usuario um breve
resumo sobre o levantamento dos dados e sobre os programas de bioinformatica
envolvidos no projeto. Botbes de facil acesso ao resumo do projeto, aos programas
utilizados no projeto, aos resultados obtidos por cada ferramenta de bioinformaética e
ainda, ao grupo dos dois laboratérios envolvidos no projeto, estdo disponibilizados do
lado esquerdo do site. Pode-se observar ainda, um titulo inicial “Biblioteca digital de
glandula de pegonha da aranha Parawixia bistriata” com a imagem da aranha Parawixia
bistriata e uma sequéncia binaria ao fundo, sendo que estes conjuntos de informacdes
estdo presentes em todas as paginas do sistema web, bem como os logos inferiores do
Departamento de Bioinformética do lado esquerdo e da Universidade de Ribeirdo Preto

(UNAERP) do lado direito.
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Biblioteca digital de glandula de
peconha de aranha Parawixia bistriata

Biblioteca digital da peconha da Parawixia bistriata

Resumo
Pregramas Utilizados Os cromatogramas obtidos no Laboratorio de Biotecnologia da Universidade de
Ribeirdo Preto, foram analisados por programas de Bioinformatica, no
Reszultados Laboratorio de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.
0 pipelene desenvolvido inicia-se com o arranjo da sequéncia com programas
Grupe como. PHRED, CROSSMATCH = CAP3, seguido por alinhamentos realizados
atraves do Blast, disponibilizando os resultados.
L J

Y
UNAERP

Site relhor visualizade na résolucio 500 ¥ 600

FIGURA 3.2. Pagina inicial do site

Para proporcionar ao visitante uma informacdo mais clara sobre o objetivo do
projeto intitulado “Desenvolvimento de um sistema web para visualizagdo e analise in
silico de biblioteca de cDNA da peconha da aranha Parawixia bistriata”, disponibilizou-
se um resumo do projeto (FIGURA 3.3) contendo uma breve introducéo, as ferramentas
de bioinformatica utilizadas, bem como as palavras chave para o projeto. Ainda
apresenta ao usuario, botdes de facil acesso para voltar a pagina inicial ou seguir para

as demais paginas disponibilizadas.
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Biblioteca digital de glandula de
peconha de aranha Parawixia bistriata

Home Resumo Programas Utilizados Resultados Grupo

Biblioteca digital de glandula de peconha de aranha Parawixia bistriata

Animais peconhentos de diferentes filos desenvelveram poderecsas pegonhas, arsenais guimicos com
substdncias capazes de atordoar, paralisar ou matar outres organismos (MCCORMIC 8 MEINWALD, 1993).
Muitos componentes das peconhas funcionam como neuwrotoxinas, tendo notdvel especificidade e afinidade
de ligagao por receptores ou canais ibnicos neuronais (USHERWOOD, 1994).

As peconhas de artropodos sdo ricas fontes de neuwrotoxinas, verdadeiras ferrarnentas moleculares com acdo
seletiva e especifica de grande relevancia clinico-cientifica. A aranha Parawixia bistriata, cuja peconha s
compostos protéico-peptidicos sdo objetos desse estudo, @ facilmente encontrada na regido de Ribeirdo
Preto garantindo assim, a formagdo de uma bibiioteca de peconha e tecido glandular considerdvel na busca
pela identificacdo de novos genes e possiveis novos produtos.

Assim, essg projeto, apoiado pela FAPESP, prevé a prospeccdo de genes de intergsse em glindula de
peconha da aranha Parewixia bistriata, pelo seguenciamento de clones de uma biblioteca de cDNA,
identificacdo e caracterizagdo funcional das ESTs encontrados. Para revelar o conhecimento contido nos
dados e ainda, buscar similaridades em bancos de dados, ferramentas de Bioinformdtica serdo utilizadas na
analise da biblioteca de cDNA de glindula de peconha da aranha Parawixia bistriata, automatizando a
obtencdo, distribuicdo e andlise de dados genéticos, além de combind-los com modelos matematicos,

A apresentacdo dos resultados de cada fase da andlise serd feita atraves de uma interface grafica
eliminando, assim, a necessidade dos pesquisaderes envolvidos do uso de comandos de execucdo,
essenciais ho manuseio das ferramentas de Bioinformatica, seja na entrada dos dados, nas opgdes de
processamento ou nas opcdes de saida.

0 resultado. final serd um sistema de selegdo dos resultados por menuy, com o uso de graficos, botdes e
teenicas de serolling, possibilitando a exibicéo de informagfes simultaneas em diferentes janelas.

Palavras chave: bioinformatica, peconha, ESTs, banco de genes;

[
UNAERP

Site melhor visualizado na resolucdo 00 ¥ 600

3.3. Resumo disponivel no site

A FIGURA 3.4 apresenta uma interface ao usuario que disponibiliza um link para
0 site de cada programa utilizado no projeto bem como ao direcionar o cursor sobre o
nome do programa, pode-se seguir o pipeline utilizado. Disponibiliza ao usuario, botdes

de facil acesso para as demais paginas do sistema web.
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Phred Fasta CrossmatCh acorpanhar o
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R e R RO e S e

NCB
BlastX  BlastN

J
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FIGURA 3.4. Programas utilizados

Ao acessar a interface dos Resultados (FIGURA 3.5.), o usuario pode visualizar
o pipeline do projeto e ainda ter disponivel 0 acesso aos resultados das ferramentas
utilizadas, seguindo o pipeline, iniciando-se pelo PHERD, seguindo pelo
CROSSMATCH e Cap3, onde pode visualizar a estatistica antes de acessar o resultado
das contigs ou dos singlets. Em seguida, o usuario pode acessar o resultado do BlastX

ou do BlastN.
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3.5. P4gina de RESULTADOS, disponibilizada no site

Ao acessar o resultado de cada programa, de forma geral, o usuario pode
visualizar todas as placas, separadas por arquivos, e ao selecionar algum arquivo,
visualiza o resultado referente a ferramenta em questdo. Por exemplo, apés selecionar

na pagina resultado a ferramenta PHRED, sera apresentado a FIGURA 3.6. na qual
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esta apresentado todos os arquivos .phd, ao selecionar algum arquivo é apresentado o

resultado da ferramenta PHRED para o arquivo .phd selecionado.

e S N e e R S S
7/

/
P

Biblioteca digital de glandula de
peconha de aranha Parawixia bistriata

g

PEO1001AD1FE gohd. 1
PEOIOOTAOZF s phd 1
PEOIO01AOSF gphd. 1
PEOOO1AOAF s phd. 1
PEOI001AOSE gphd 1
PEOIOOTACSE gphd 1
PEO1001A0VE. g phd. 1
PEOIOOTAORF g phd 1
PEOI001A0SF g phd. 1
PEOIOOTATOF. g phd. 1
PEOIO0TATIF gphd 1
PEOIO0O1AL2F gphd. 1
PEOIOOIEOIF gphd 1
PEOOOIBOZE g phd 1
PEOI001BOSE g.phd 1
PEOIOOIBO4E gphd 1
PEOIOOTIBOSE g phd 1
PEOIOO1BOSE g phd. 1
PEOIOO1IBOVE gphd 1
PEOOOTIBOEE g phd 1
PEOIO01BOSE g phd. 1
PEOIOOIEI0F gphd 1
PEOIOOTIE11F gphd 1
FEOIO01B12F g phd 1
PEOOOICOIF. gphd. 1

FIGURA 3.6. Visualizacéo dos resultados

O usuéario pode visualizar os integrantes dos dois departamentos envolvidos no
projeto ao acessar a interface Grupo (FIGURA 3.7.) que apresenta os integrantes do
Grupo de Bioinforméatica do Departamento de Genética do lado esquerdo e os

integrantes do Departamento de Biotecnologia do lado direito, sendo o primeiro da
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Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e o segundo da Universidade de

Ribeirdo Preto — UNAERP.

Biblioteca digital de glandula de
peconha de aranha Parawixia bistriata

Home Resumo Programas Utilizados Resultados _

Grupo de Bioinformatica

Departamento de Genética Departamento de Biotecnhologia

Faculdade de Ribeirdo Preto

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - UNAERP -
- USP -
. T Cra Sonia M. Zingaretti 0i Mauro
Profa. Dra. S|Iv«_ana Giuliatti Ora, 4na Lucia Fachin- pesquisador
Saulo Franga Amui - Doutorando Dr, René de Oliveira Beleboni- pesquisadar
andrg Luis da Silva Breve - Mestrando Dr. Mozart Marins - pesquisador
Daniel _Macel;h_: de Melg Jorge - Mestrando Dra, Suzelei de Castro Franga- pesguisador
Gabriela Félix dos Santos - Mestrando Bitrinia BukBrh, MSe
Rodrigo Martins Brand3o - Mestrando Vvanessa Colnagui Ferinandes c
Thiaga Yukio Kikuchi Oliveira - Mestrandao Luciana Sampaio Amancia IC

Camila Sanhtana Justo Cintra Sampaio - Graduanda

U
UNAERP

Site rmelhor visualizado na resaluclio 200 ¥ 600

FIGURA 3.7. Visualizagdo dos integrantes do Grupo de Bioinformatica e do Departamento de

Biotecnologia
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3. 4. CONSIDERACOES FINAIS

Todos os dados apresentados, referentes aos resultados obtidos, estéo
disponibilizados na web, para os pesquisados do projeto da FAPESP, em sistema web,
apos o levantamento dos requisitos do usuario, da andlise das tarefas estabelecendo os
requisitos do sistema, design da interface, entre outras, buscando sempre a maxima
otimizacdo da péagina a ser apresentada ao usuario com o intuito de possibilitar a

analise dos resultados de forma pratica, rapida e segura.
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C/apl’,’cuLo 4 — Conclusoes

Com o objetivo de aplicar ferramentas de bioinformética para o arranjo e
alinhamento de sequéncias de cDNA da aranha Parawixia bistriata, assim como o
desenvolvimento de um sistema web para visualizagdo dos dados resultantes do
arranjo e alinhamento pelos pesquisadores colaboradores do projeto, todos os
cromatogramas obtidos em bancadas foram analisados pelo pipeline desenvolvido, ou
seja, desde o software PHRED, passando pelo CROSSMATCH e CAP3, até os
alinhamentos realizados através do software Blast. O sistema web, também proposto,
foi finalizado e o sistema pode ser acessado atraves do endereco:
http://bioinfol.fmrp.usp.br/~ccintra.

Os resultados, tanto do sequenciamento, quanto do alinhamento, estdo sendo
analisados pelos pesquisadores do Departamento de Biotecnologia da Universidade de
Ribeirdo Preto — UNAERP.

Por fim, quanto ao pipeline utilizado, ha apenas a disponibilizacdo dos
resultados. A execucao de cada algoritmo do pipeline através de linhas de comando foi
objetivo por preferéncia dos pesquisadores envolvidos no projeto, os quais nao viram
necessidade de um sistema que executasse 0 pipeline online. Quanto ao sistema, uma
nova versao devera apresentar um banco de dados, para armazenamento dos dados e
resultados das analises. Dessa forma, formularios para submissdo dos dados deverao

ser criados, resultando numa atualizacdo do sistema web.
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